TEXTO ILUSTRADO DE 


Biología Molecular 
e Ingeniería Genética 


Conceptos, Técnicas y Aplicaciones en Ciencias de la Salud 


José Luque 
Ángel Herráez 


BHarcourt 


TEXTO ILUSTRADO DE 
Biología Molecular 
e Ingeniería Genética 
Conceptos, Técnicas y Aplicaciones 


en Ciencias de la Salud 


GOSK-NPO-3DTY 


TEXTO ILUSTRADO DE 
Biología Molecular 
e Ingeniería Genética 


Conceptos, Técnicas y Aplicaciones 
en Ciencias de la Salud 


José Luque Cabrera 
Catedrático de Universidad 


Ángel Herráez Sánchez 
Prolesor Titular de Universidad 


de Henares. Madrid 


Es una publicación 


há, 


ELSEVIER 


(Oo MMI Elsevier España. SA. 
Génova. 1737 
28004 Madri, España 


Fotocopia e un delito Art. 270 CP. 
Par que exista iros es esesri el trabajo de un importante olivo (autores, ricino. 
jam, cerctrs, impresor, eitoos... El proc beneficio de exe esfuerzo es el lctor 
que aprovecha su contenido, Quien fotocopia un ll, en as constancia previas po la ley 
cinque y ontebuye la «no» existencia de muevas ediciones, Además, 4 corto lao. encarece el 
preci de los 33 exime. 

Ese wo está Igalment poepido por ox derechos de propiedad intelectual, Colquier us, fuera de 
los Kris establecidos por la lgilción vigente si el consentimiento del cio, e ilegal, Eta 
“aplica e pariculr al reproducción, fotocopia. traducción, grabación cualquier ero vitema de 
recuperación de almacene de infornació, 


SN: 9441743057 
Depósito legal: MU, 28,547-2000 
Ampeeso en paña pr: Gráficas Muriel. SA. 


| 

a or Mr cali 
maiden ln ic E sonaba aca del made desa 
a act moved Spas dp 
a e e 


ELeonon 


A nuestros alumnos, inspiradores de ste esfuerzo. 


A nuestros compañeros protesores, 
"Montse, Cristina, José Carlos, 
Par y Ana, por su confianza y apoyo continuos, 


A nuestras familias y amigos, por su comprensión: 
y por el tiempo que han cedido. 


Prólogo 


Ena Presentación de est br, que tengo honor deproiogas os autores arman que pretendan 16 ls con- 
splas ctais de a Boga Molecular y las modemas matodoogís del Ingeniera Genética con vias asu apicacón 
la Patología Molecular, humana y angmal, sn us diversos aspectos. alega, topallog, lagnásico, presto, 
lorapévtca y provencn delas erlermedades, y promoción dela asus. Y pstendon acero dede una perspeciva 
pundacpica e Inegrador gs. Iundamenlimente, 108 ptuñantes que Cuan ls Icencatuns de Farmacia. 
Mesina, OSontooga y Vetetrana, ys orenacnes biosantanas de Blogia. Bloguimic y Quimes, Se trato, dd 
a de una empresa tan oponuna y ambleoss, como compi y dc. Pero. a uta de resido alcanzado, puede 
limarss que let ha 60 ta, 


La elaboración de un txt de as caractorsias mencionadas es oportuna y necesaria, En os úlimos decenios, la 
Biología ha experimento un precao do progesiva "rolecuanzación que ha conducido a un muevo paradigma il 
900 que tata de entender o que ss a donominado 1 logiue du van" (Face, 1970 0" male lg al 
"he ng stat” 1. L Lotniger "Blechemisr, 1970) ls basas rrelsculressubyacants los procesos bxdogicos. El 
reciente dosctramonto de noma de dveros organismos, y muy espocsiment del genoma humano, construyo una 
tapa fundamental que ha Pasas su contuld en no menos porte estudio de ls proscmas. Sguterdo lo. 
pasos de a Biología a Media y a Vetamani estan expormentano un proceso de smoecuarzacion ceca que 
ha nacho emergar la que se ha amado Pstlgía Molecular, Hoy en da, el nivel molecular osa 20 un rv de 
vestgación blomédea, sino tameión un vel de actuación dagróstea,pronósca y tete. Por elo, e imprescin- 
ito praparar adecuadamente alos usos prolesonales de ía salu, ya que sób 3 disponemos ds profesionales 
compstenespostemos hacer ente on to los retos de fuwo El eros proescnal elas as venideros exa 
«ompotencia paa abordar a ivlmelsculr os problemas de la sala. Por eo haran ata profesionales que posean los 


petencia, y capaces de aplcar ca informacin ala solución delos problemas que ls conceman, profesionales con 
Espacidad de autoaprendizaje para poder sust o concaptoscaducos po os puevos. aciendo uso e tas ls pos 

tados que as mocemas tecralogías 0 1 ormación ponaán su alanco, Para la lornación beca de tale pro. 
testnalas nen gan valo ¡sti que resumen los nuevos elementos conceplaesde las veras áreas dea Bl. 
¿a junto a las conesporcentestscncas y mecacogías ya que peta que el estante noquera una base sida 
pan de a cua podra ampla los conscmientos acudiendo, sg las monogralas especializadas, o rovisioes 
+ luso, aos antes orinales, Por jodo e, y por abarar un campo hast ahora insutcientamento cable, can 

ancamos quel bra de Jose Lun y Angol Moro responde auna necesidad urente e importe. 


Añor bien, como hemos inde, empresa no ra nada ct Y noe pr su aráctos de tra básica, dig 
da a estudanis de vatas Icencatus y. por ano, on omacón vera. Y po a preenslón e segu un atarvarlo 
dls lomas Integral y mutiscptrar. Los autres prtendin negra lo conceptual 1sclógo y lo picado, ar. 
dando lo asonciay rechazando, an áreas dela clado complejo y no ben estaicido, Es evidente que estos cb 
os requeran, por paño dels autores arto un conocmietapolundo y actualiza deta wesos lomas tratados co. 
¡mo un conocimiento amplo y compite e los contenidos de la Boquímia y BlologiaMolecs, y un concemento de 
los comtnios Tomatvos de las varas Icancaturs, ala ez que ein una gan capacias cia, Sin duda, la 
prolongada e tensa desición de os autre al decencia uvenstana na 505 un actor deco paa cumias con 
ato la empresa acometida, El método trabajo seguido para la elaboración del texto, deso la recogaa as la o 
ación cal aL revisó nl ca esp leiendo an uma ne observaciones y sugerencia els presos 
espaciisas, dotorandos e luso esuciantes de lencia que lo Pan analzado, a coribudo,lamtén sn duda. 
Ala escolnta del labor alzada. Excelencia actecentada porel aceradorsiaménto val quest a pco dela 
Fomación presentada 

En rosumon, el "Tonto lusrado ds logía Molscla e Ingeniería Gonétca de os Presos Jos Luque y An: 
eiHerdez eS una obra amiscioa, muy ben ralzada y que had er de gn unica para lomación trio de a a. 
pla gama de estudiamos a quienes va rigida como do los proleconaas dela salud que assoen actualizar us 
Conocimiens en uno de os campos más importantes e actu biomedicina Es ar fdo o, que pa o para 
honor y una sattaccón redacta stas nas como Prologo 


Pros, dos Carenas Bames 
"versus ce Banczioa 
Date 2000 


Presentación 


OBJETIVO 

Los avances y apicaions del investigación bioquimica y ganénca ccupan hoy da una posición plegada an 
dl campo de as ciencias de salud en general y enla Farmaca y Blomedcna an arclar. S visantra anos albores 
el 90 Kuna tendencia haa el enfoque molecular de la enfermedad, como retrato última o la intrprolación de 
Jos procesos patcógicos y como orzonte de nuevas estrategas dagnóstca  lompéuicas basadas ends avances, 


Para dar respuesta a eta stusción ss requiere una adecuada preparación unter, que uta el desaro- 
o del presento proyecto un Node txt que Tac a sáqusicón de na fomación básica en lares de Blología 
Moleclr n entogs estructural y tidmansinal dl materia genético y de os productos géncos, así como en a 
entera Gendila. en un sentido argo la malicacn de deno material en banal e eau de la 1écnca, Por 
Sl gan ignficado y su potencal fut, estas dscpinas ya a enseñan, con mayor menor prolundidd, on ls on 
«latas con responsabidad dret o indraci ona sanidad (Farmaca, Medica. Osentlagia y Veternari: Boogía, 
Esoquimica y Química) yen determnadas dplomatwas (Enfernatay Fiectorapa), Con el in  conirur a eta loma: 
«ón. se pronone un enoque adapado a la raldad,aseaulla odo ste alumnado. que pueda cita el procaso de 
«nsóñanea y aprendizaje de tan imenriartes y novedosas matetas an unha de conocimiento n continua oxansión 


PLANTEAMIENTO: 
Para car cumplimiento ate objeiwo ello e planta aj una plo veis 


Conceptos. 


Dada la vanedad y patcuaidades el luna sl que va did atra,» ha pueeo un ótasis especia os 
fundamentos, comunas para lodos. Se áscuten con encia, aunque Con e igor Genio exo Poy da, ls bases 
Iedricas improscrondes para comprenderla matora y para desarola y picar cena o pofecnaimonte la tc 
reogin dende exis concepios, Se pretende un tro valo para conocor loma adecuada y sutcert a Blogia 
Molcar  Ingontra Genética tenor quo acu una excoea, ya voces nacecaria, ospacalzació 


Aspectos técnicos 

La metodotogiadervada de a Blogia Molcuar, yen especia de a Ingeniera Genetica (nicamonte hit 3 
ts secnogía del DIVA recombinante), 5 ha 1 xtendendo con al lango a nas muy versos (aiaminto clonación 
hbrdación,ascuecación, st, para dar lugar a un Botscnlogia Molecular, térmno que en eno modo posta 4 
luar coma ahematia a inpeniería Gandtca enel lo des xo. De ahí que bajan po e la ommalvo, muro 
segundo java consista an astur os rnopis de os metodos y lis más comunes, aquálos ds mayor impacto 
tia enla muetgacón baexa y en e lsboratoo dico, La deserpodn y apcción concretas dls vanos ec 
hotegcas,metelágicas o instrumentales cada vaz más dwersas y en mecacó consani, debo ses relegada paa 
los pelados de doctorado ode ospecalzación profesional en daas del laboratorio cinco, re cas, panepaimente en 
natal Cicos o an Boquimica Cinca y Palogía Molar 


Aplicaciones biosanitaias 


La toga Molecular Ingeniera anat ha cotbui a esovs ptas dé carctr inuata) olmirción 
¡e xencbitcos residuos), gol y ganadero (mejora genéta y atmentos transgénicos) Las apieaconss an Far 
maca, Meciona y Vetemmara, quese cantan n a a conta afermeda humana y anna! Gtooga, palogorla 
aorónco, namiento y prevncón) yen into ds mec con nas tespáutone ya pan Tens supera 
Filo Est onvacrónano ranas a dado lag na sar deláminza que, a general, cin ue plo D 0 ala, 
¡eto matecar Como rpresentatvo de odos elos se acepa ho el Témino Biomedicina o Mecena Mole: on. 
Sónrado ds una torna ampla como una "vin molecular de todos os sspecos relacionados cont erfemedad 


CARACTERÍSTICAS 


Tratamiento integral y multidisciplinar 


e ha buscado integrar ln tóricas y apicaciones con os concnpos, abordando la esencal y rechazando, salvo 
úexcapoonos, o compleja no en estanco, eaconando cado nuera normaccn con lo sudo an aos temas y 
conos ambos bioquímico, ganso. quimico, Picea, analico, et. slo supero 1 nsufcint o Isora 


xa 


da preparación recbún en ccasonespor el alurno en materias básicas prev, inclusión de a Bolgía Mec 
ingenieria Gensta denva de una decpina de Bioquimica General u imparición en progamas vxrados, en curas de 
nos, con un número Imiado de cados docentes, st, Se ha tentado proporciona al Abro Un Gano Career 
autónomo acia al mo, nel y suacón de cada asudo paria Elo no obsta. muy al contre, para que deba 
Segur tecomendandose la coruña de la besograa ospeciica y scbr todo, de los excalanis Ibros de tato 
cpontias oy dla, on un stuncoy lamento e los lemas ilrentes al uegto 


Diseño visual 


¡Como aspecto más xau, y para citar a caracter anterio, tro se apoya an un tamiento viva, 
úgialcon prlusón e ssquomas y Iguras predomanando scr un txt lo más claro y sencno postie, Como con" 
secuencia ls lustracines ten considerarse par migran del eto port que, encontraste con la haba, o son 
tadas an st nan un pl o Ido descrpino El lector debe acostumbrarse a xamiar Fur cundo egos a, 
pues la posicón de ésta enla página 06 oracamerto aquila quelo corseponde on a loctura (sao contadas 
Csccones dedos al tarso del gua), Ports pane e hace un 10 axtenano del olor no ado para aumentar 
tracto de las tutrciones. io para tens una ilomació, por eongio dl bjto Geujado y loto altivo 
comparen coo, Los dtagos son orginales en su concagción y pretenden a Inrpretcn pedagógica de descripciones 
us or exc esuan veces complcadas o laiosas, o de os djs Y esquemas 0 ¿os años. Se persas un 
Excel nto, que acto a comprensión y mote al alumna al studio dende a matena,l tempo que enriquece 
la exposcón. Seria desaabl que bat auezo paca serorpaa vencer la estanca acu dl alemnado a con 
sua y contaste delas tuentos bbogrlas. para comenceto de lo artuieraso del uso ndiseminado delos 
punts, props  aenos, como única fuente de intormacón. Como estímulo adicional a ste enoqua, la Ecol tm 
len na tratado de lograr a prco universo 


Terminología 


¡Se han mado ls paltas igjasas y sus tracucciones excesivamente Merle, empleando ls terminos casal 
os existetes posar de ala la delncón de algunos so acompaña dela equiaenca Inia, cuando ésta ee de 
so muy extendido en ls uenes bilográtcas y, aspacalmanto, cuando porte comprnder la acrónimos. A este 
rospeco, amos decido uNza axcuivamente o actónimos ngjeos, dad su us estenav en toda la bblograa y 
+ orquajo cinto rblado; os pareco, or ejemplo, que tano escasa tad que e almno conozca la RCP” cuan 
do en toos los ertomos groseros que se pueda mover en el uuo se encontrará con la POR Como tarse: 
cuenca más lamatva de bete rro, os os nucis no e llaman ADN Y AN, in DIVA y RINA. 


Eschoncha col Obviamente, o o enuncia ran rueza de conccimientsalarzada on procanatas y wrus, sobre 
todo cuando pst miormacién 8 sena! para comprender procesos teoricos ode ner analco en sucias 


Ortentación 


El comendo se desanota pensando en las otentaciores bisantaras que postiemente más reguaren del 
conocamieo delos cancspos y senicas del Boga Molecular ngerersa Gené, aunque, dados su amplia y 
Ss Tte, en el presente ho slo pueden apuntar as bases mínimas necesarias para su comprensión, Por un lado, 
<l dagnóstico moleculer, ya de uso cas! nfnano en los memos laoralros cínicos paa, por ejemplo, provar 
són prenatal enticain de rdwduos con is foransns, te, Daba, no bstate enalrs que no se trata de un 
fro de Pacogla Molscar sino neto básico sobr los soe mientos necesarios para abordar procesos patológicos 
Par tra parla terapla molecular, o ratamento de fl de a enlermadas tasado en es avaneas sora modficación 
enélca de ls cols (topa génica), el conosmient dl genoma humano (genómica) y. más argo plazo, urlación 
on la unconaldd delas preoias(prolsómeca) 


Desarrollo del libro 


El método de trajo se ha basado en una oa conesponsabad y cooránació de ambos autors otro de 
iu consinecón fon su más esti sano), en vais ata Cuarto cacas cun ac de u gestación Sn ha par 
ao de loa la itomacion recogi previamente, con Ine docerios, de imumerates uote (xs, ros especial. 
lindos tevicnss, nico ogro, notas personals, le) ada eri, una vez sedactada supera veraón, on ca. 
ones a pai de bajos en grupo son estudantes, sn toda incorporando a hguras oignales saborads para a 
casión 6 nclyende en ls tea la inormación posto expensas detesto, En una segunda apa, cho abajo o. 
a vio equecio, pedagógica y Denicamente, pola tor d revisión, cbservaconas minuciosas y cias fguras. 
Fslzacas por antiguos alumnos Sotorandos, congañoros relesores. investigadores y prlocnals, Por oo, con 
esto prlundo agradecmiento, os nomtros de esos persons aparecen caco an bra 
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Revisión y asesoramiento 
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Nos es grato hacer mención el astuero generoso resizado por as personas que han revisado amas concretos 
bro, en alguno de os meseros de s elaboración. A pesar de esa colaboracion, a responsabilidad e los poses 
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A modo de Inroduccón onera sl presents tato (4 en delia, a nuesto enfoque de a Boga Mbiecular 
Ingenieria Gensica) 3 comvensent desc Sucntamente ls ros aspectos que mejor ponen de mardisto el papal 
3 os cios nulos en la cénay en special del DNA como ponador dela mrmación ganátic:Por un ato la 
escrpcón gota de as nas de tanemuión de la iomacón Genélea en segundo lug, 1 amecaderis 
Fspermarisis que demostraron el porte papel delos ados uclios. naimente las coaciorisicas goraries 
aleron d ut, cono pu e paria pr letal ptr n pra y wit, 


1.1. TRANSMISIÓN DE LA INFORMACIÓN GENÉTICA 


2 INTRODUCCIÓN Y ASPECTOS GENERALES EN EUCARIOTAS | 


Francs Ch into al lámino “Dogma corral de la genética molecular” ara desert, Incluso antes de 
conocerse ss impertancia ral un lez eros vos, el fujo dela Initomació end y la uizacin cur de dcha 
infomación En concrao, la transmisión do a ntrmación contenida en la secucia del DNA als cétas y organismos 
descendientes medante la tepicacón, y su expresén on biomoléculas funconales mediante loa procesos de 
Ironscpcón y run. Comprando, pues el conunto de tiacionas genere exisonine arre DÑA, el RIVA y as 
proteinas 

Dee resalaro quel prestación abreviada. DA —+ ANA —. Proteina, no Indica a tranomación de una 
molécula sn ira, como se nica normalmente en as tas mefabolcas iv que cada lamento am la secuencia 
“pora la mormación necesa oral sricws del siguente. En este sonido, es importar el Concngo de planta o 
inokd molcdar.aunque cada paso esa calzado por una encina, los sutindos (nucectos, aminoácidos) no son 
Seleccionados por ela. sino que vienen especcaos por a Inenención del maite. en conrlo por 4 secuencia de 
cios 

El progreso on l concierto delos precasas de ransmiión de 1 nomacón genética obligó ala ampliación 
¿de esto ssquema básico orignal para acomoda oros process que también cure, l menos an gunos organismos. 
arcos como vs lso de agunos sas 


replicación replicación del RNA 


ORO 


RINA —2ducción e Proteina 


1.2 EL DNA COMO MATERIAL GENÉTICO: PASADO, PRESENTE Y FUTURO 


E conocimiento de La estructura e lo ácidos nuckcos ss ncia an llo XIX con el estante l nus 
cons de una nuca lormaca por una aro cia hoy, DNA) y una parte básica (rota), asi como con el estuco 
paros delas propinas Un a ochina y de su rlacón con a home calar, Sin embargo, la estructura so 
Fonocló'2 medados del sxjo XX al mostrwso que el DNA eea el componente Ctomosómico depostao de la 
infomación genética Cabe destacar en esto sento, como antecedentes cave los expermentos de Oswald T. vor, 
Ccbn MacLeod y Mactyn MeCany, en 194, yde Alred D.Heshoy y Marina Chaso. en 1052, que constluyen un o e 
conocimiento dl motera gente a escala macular 

Tras estas aportaciones iniciales, l verdadero nico de a Biología Molecular modera lo consyó a propuesta 
e astucia en oblahélca pora l UNA. formula, en 1953. por ames D Watson y Francs Cr. A pato sta 
romanto, cas todo el asfurro seaado se centra e el esti dl DINA genómico, desde l pun vita estrciural 
y Tuncional en pocanatas y eucariotas, con un stencón espec a mamieros en general y humanos en patada, Los. 
rances logrados, ato lericos como écnicos y aplicados, han sido normos A lo a Cora a aparición del. 
ingenieria gnéta, como péncp rea deveda dela boga molecular. Queda porciento para un futur prximo la 
corclusón del Proyecto Genoma Humano (genómica funcional, el andlis e las funciones de cada gan (genómica. 
Fonconal) y a dicción de la estucur y unción delas prtenas (pctsómica). Como sxpresón de estos nuevos. 
corociments. ha surgio una gran variedad de campos de scvidad ans Cioras del Sau (Medica, Farmacia y 
Volernara) les tomo antcuerpos manadonala, método inunoquincos, bOGNps para sl dognástco, cioación 
molecular y cenacón anmalIamacogenes, agoniria de pratoinas,patlnas recombinante de rés diagnóstico y 
Feracóutco, sondas de htendacin sap olla y terpi Sic. transloenca de genes, vectores, vs, se Nuestro, 
blo na as dese los aras conos de estos campos. o só pones de menso las bases molcularos 
que es sien de soporte, como punto ds parda pora un esto elenido e ada campo on su comsspondinta ara. 
de conoemint, Con ess fn e presentan en ets primer sa ls caractrsicas gonarals dl genoma e sucias. 


EL DNA COMO MATERIAL GENÉTICO: ANTECEDENTES 


acer mice y aa de ser ins 


Ea conh: clara DA, 


Conclusión: ELDNA es el responsable dela sintesis del ensima necesaria para la 
Formación dela cápsula y. por tato, e el portador dela información genética 


__ INTRODUCCIÓN Y ASPECTOS GENERALES EN EUCARIOTAS. 


vn la bacteria contiene la información necssara para 
cr, el DNA es el portador dela información genética, 
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1.3. CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL GENOMA 


1.34 — Genoma de procariotas y eucariotas 


Canceptuamente el genoma (ds a ralzgioga go, rgon) puedo se onsitrada como el patrimonio genético” 
¿e un osgntama, ms dec el cojunto tl de material gundoco herecaro present en una cátl.ant ciar como 
stranucisar.codíicat o no, La mayoria de orgasmos poseen un gencma consludo por DA. excepcionalmente 
Glgunos veus bene un penoma e RA, La pare codicane dl gsnoma, aunque en sucanotas es minotana. 
Fsgealica en forma ún ganes a nrmación necesaria para dar lugar poducos géncos, los RIVAS y ls prono 
Éstos son tosporaton e oz 1 acidad cor. de sus caractrscas mrilógicas y de muchas dls claves dl 
comporansento de un crgansmo, desd la embregénass su cracmunto, maduración sa o Intelectual, sado 
culo, podurción y locas su frcones metalicas y atviadosfsidegcas 

Con respecto al estudo del genoma, deban resatarss primeramente ls caracteristicas dernciles. de 
procarctan y excarals: 


DINA muelear 
mosamas) 


plsimidos 


DÑA extranet 
de orginales 


Fecuérdeso que los organismos procariotas o procarontes) son cóvls (oubactaas y arquecbacarias) de 
tamono pecueño (02 a $ ym dámero), con membrana plasmálca y gonaraimene con una pam cotáar o, y 
lversas estucturs supeicles (1 galos, ac). peo carecen de membrana nular, de orgánulos y e cuniquer 
vo 1po de comparimentacón nema, El genoma de procariotas es. comparatramente, de pequeño Eamaro y 
relativamente sencilo, Ss faduce a Un Unco cromosoma formado por una melecla csclas de DNA, locleado es 
"spemsión e e esa! ena fomada 2onapuciar o nucinie, ún membrana quel delta, Es recuento encontar. 
“demás, una pequeña conos de material gentic ar, no esencia, en fama de pequeñas moléculas cres de 
DNA, tamscas plemios. Los gidemicos poseen la propiedad de resicacon auinama, es dec, si cooránacn 
alguna con la dvisión clar. Juegan un papal Important, al codficar pvotcnas que concen resienca a los 
rttsaucosu os mater ésos. y otcen una imponanteaptcacón como heramientas enla scnioga del DNA 
Fecombiante, concretamente como vetas par la inorporación de DNA a cálla. 

Las cóulas de eucariotas (o eucarontas), too muliehaes (animals y platas) como unieetlars y 
Frutales smpls prlorce, hongos y algas), on más variadas y complejas. Son de mayor tamaño (10.0 um 
Poxeon membrana pisamatia, pueden poseer prod colar ans), inner torsqueko tomo, y muestran na gran 
Fempartmenacón copia. con lerentes toos de Oánulossubcalulars (miacondias en anumalos y parts 
oraplass an plants, iscsomas en anales tc) y otas ostucuras (lcuo endopíásmico, compljo de Gafí 
se) El no heno Como caradisica esencial la presencia do una cebo memérana nuclar En el genoma de 
ucartas debo dsingurse ante sl gencma rue y el de cezánulos. El genoma nuctar paroco boo os formas 
estucturmente Stereos durante el o Csar la cromatina (0 2a inedaso, ento Gvisones), coro Mara! 
Fuamenioo áinpero por la mayor paria el nue, y ls cromosomas (duraría la non), acen ctserablos 
como entidados merobgicas o coquscuos independientes. Ambas lomas Galán constiudas por Jas memos 
meécalas ness muy larga de DNA de dos hetra, estrechamente nsccadas a pricnas. El genoma de argánulos 
(Gcrplastos y mioconáras) at organizado en cromosomas circulares, l gua que el d precanctas. 
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Algunas caracteristicas dferenciales dl genoma humano (tna somática, dpi, 27) 


NUCLEAR TOCONDRIA 

Tamara OS Testo 
55 10'g0 

Ga EONA, Tra! de dot hab cla de doo hebra 

Número de cromosomas 23 dimos. 2 coplas no, con decenas d copias an cada 
ben tol tocara, de 200. 10 copias por culo 

Pronanca de aucisssomas S No 

Proteinas aocidas Varas ntonas y ro lonas ode polar 

DNA codicane En ES 

DNA epeltwo Adan (308) Pricicamente nad 

Numero de genes 000 100.900 E 

Donsxdad de genes gon cada 335040 Ten cas 15 

rezan detona en Es gunas Eta majoria Ausentes 


1.3.2. Magnitud del genoma nuclear de eucariotas 
E material gonásic contenido en l ns supone genramento más del 90%: det de DA cola. Por tant, 
+ primer aspect a destacar 2s su magnitud son respecto l genoma mecconóil y al de prorarotas, A rencia de 
stos, el genoma nuse exa reparó en vanos cromosomas, en número variable según a espacio. generarmento 
muy randas y on l DA muy Condensado al star cerechamenta asociado stos y aa potes. 
La magrita ol genoma vien eteminada por la cantidad toa de DNA en el conjunto de cromosomas de una 
cda. Estas puede expresar de varas lomas: 
* Enero de cromosamas, design por en organismos hapiides y 2n en dipiidos, ondo hay 2 copas de 
7 n masa de DNA (pg = peogramas) 
+ Como valor O consta an apresar la cantónd 08 DNA fatal an al ganoma de una cálla con tespecio ala 
prosemto an una cla haicido dela mima especo. Coro so verá, on cólas plis lvabe puedo orde 200 4 
Soponsiendo del estadio dl ico clar 
<P LS mas hablal es expresaron longitud: pb = pares de pagos en obra doi, o n= nucactos on hebra 
serca Pera molculo agas e emplean iensnes (no Kpb = 10")  mogabass (Mb o Mpb = 1090) 


Comparaciones que csaltn la mosnitud del DA anclar en cuacitas ' 

En promedio, la cntdad total de DINA en una suo pide cucanota e entr y 20 veces 
peso que ladera cola proc, sume la direc puede Near usa 0100 ec, 
por ejemplo cosidrdo ls casos error de lunas clas de plantas anios rs 
rosana de menor tamao, micpira. 

+ En foma lina, la longid tol dl DINA de una celos humana somica (óplcde, 46 
somos srl de unos 2 et. 

Al efny es cr al número de sóla del corpo mano (2 Billones = 2 - 10% caso 
login Anal ssl, 4 Billones de meras 1 10% m), ea 1 100000 vts 
Tier (cimleencia de la Tira = 4QOVO Km, TINO ij de da y vuela a la Lua 
(ainia Tira = JO0100 Jo) y 1 vag de aa y uc al ol (stan Tera Sol = 
150 mien den 

+ Para eri secuencia completa dl nom tal de una cla humana se necesa 1320 
volen de una sa (comdrando 1 00 págs pur volen y 5000 Jets por página), 
oe formaran ua “il” de 260 m eau 

Ls rs con asi Icompecnsbls si se quier considerar la om tU) DIVA de 

1. roda ha hmunidd (actualmente 61" individuo) 


Procado, por ora pare, alos la magraud el genoma de lama comparas tanto ente individuos de una 
rama ospoc omo ento spaces Aleronts 

2) Todas las có de ls incviguos de una misma especie possen la misma canóad total de DA y número 
de cromosomas, De esta generalización dotan ascopiuare las cóblas geminaes, dedicadas la reproducción del 
indiviso, que poseen ta misa. En todos los casos, osas clas so rooron a cias on un mismo estao e división 
std normalmente mitre), pues, como a vera posteen la 9) 1 cantidad tol de DA. aunque no el 
mero de cromosomas, varia e una óll 1 largo del cl cello 


CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL GENOMA 1 


DEl comedo Aa de DA, expresado en pg o en £ y el numera de cromosomas varan ampliamente otra 
“especies diferentes. Lo mogoaud del genoma esla relconada con el grado ds Iniomación teuerdo por cada 
spacie es dect, es mayor cuanto más complejo es el organiamo, cuanto más se acinde enla escala evchatia Sn 
Fmbargo si comolacion o as vá Compara espcis muy sljdas evolaivamenta sl, por ejempo la lla 
humana contene 70 veces mát DIA que la de E col, pero 30 veces menos que algunas cólulas e anos platas 


Por tro ado. no esa comelación guna er el tamaño del genoma de dais especies y ol numero e 
«somoromas quelo componen. Pr ejemplo, mentas que a ganoma humano dploce (85-10 pb) et reparo 
8 semosomas (23 pares, 1=23) as callas de raón con un genoma menct (3105), poseen menor numero de 
cromosomas (40) porel convaro, an las có de cobol un genoma 2 veces mayor que el humano (1.5107 50) 
sa contenido en sólo 18 cumosomas. De loma simiar la mosca de a uta, con un genoma (17. 10* pt) mucho 
mayor quee de la levadura (15.10 pb), posae un número muy mier de comosomas (8 honte 232) 


sw 


Nomero de cromosomas (2n) 
A 


Tamaño del genoma (pb) 


Esta ausencia de conslacón ento canas de meteria gonético y compejéad del organismo sugiera que al 
tamaño delos genomas de organismos superiores 0s muy supere l necesa y. or lato, que una gran part es no 
odfcant, us dor no 0 opanzado an genes, nunca traduce su mormacán 4 un produrto genco (RNA a 
rotor), Esta potasa ido Confamada 5 otr con deal sl genema. Por emp, »a ha encima que los 
Genes tenen una lang mos de arado de 1.000 pt Asumiendo est Cta, l genoma Pumana hapiodo podria 
onenr. en teoria, unos 3.3 minos de gone pues cada ammodoido está cosicado por nacidos) y. sin 
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úsemtougo, e eta hoy en día que alo canten unos 100000 de modo que a proporción codícant sólo lanza 
Aunque a unción de os genes at en asalción para na pague ac dl present a l eno, 
romano, la nectnca de wa Conslacón ere tancd 1 de DNA or dl gorona Y 9030 de SONDAS de 
Enganiann peri paso ds mentes a css de cauca on mayo: prnl gora src, 80 
aer ao dl enora foma 10) como de los gens (ma 1) Los ptos má carnaritco on lación con la 
compl dl genoma ruca ont pese de gandos ones queno cool produc ica ano (DA 
de Codcate) y a ese de secu e DNA queso reptan un número más 6 monos slemto de veces (DNA 
rra) Comos aiciacacn Surinam ponlo, Ty e el a terca 6 a ma 
(eracad de seciencs (olmomtame, lena 25) en Units tha del DÑA, ln sonas Como fosa 
codficantes a no. PES 


1.3.3. Magnitud y caracteristicas del genoma mitocondrial 


E genoma de orgnalos misconas n animales mloconca y clorpiats en plants) os. posblamente, un 
úvestgw del cromosoma de bacteras rcacas que accedaron a lopisema da uranio print, para do our ia 
la volucón  dctos rgánuls. Secre que la máocondra (orgámul que aporta 0% de a energía que necestan as 
élals) argo al sumulre el oxiuno en la afmésera mesa Postlomeste la miacondr y nuco de cla 
úucarita se Crean a la ver, al ncoporarse por endoctosís cálas procanils moricas al intro dela cla 
ucarólca anseótica y Huslonase artos. Con el empo, la mayoria de los ganes procarálcos (genes 
Frotomtocondrale) se inegraon an el Janoma uds, cono que el aucafola primio anaerdico ya pad er n 
da ósea sr, nora sd uta peut Pucón a gremaprocancis pen pomanaó 

Las ctas animales poseen un numero muy vaable de misconaras, dependiendo de tego. Cado muocandra 
pios vais copies de un ico Cmos, suades enla matiz mocondial y acidas 8 la mémisana nema, En 
Consecuencia, e número de copias de DNA maocondial (miDIA) en una cólda oscla eno 200 y 100.000. El 
romosoma micondral es bcstenro y cucla, como e de procariotas gunque de tamaño muy ner 1656 sb an 
amaron, on una longtud de 5 jm y una mass molecar de 10 MD: eto supone unas 3000 veces monos que la 
lengtos dl cromosoma nuclea más pequeño. Teniendo a cuenta el número de cos ttlos (2 al panama nucisr y 
miles. y muy varas, del mocondral), e puede calcular que el DNA miocondral ota pone, dependiendo dl 
lejos. erro un 005 y un 20% del DNA atal de ls cl. Finaimant, el cromosoma de croplasios as guaimorte 
Festanaro y etelar, per de mayor tamano que el miccondial. 

A seranca del DNA nuclear e gran compleja. con segonas cosfiantes y n coca, el miDNA es a su 
castidad ocifcanto y no rpeitvo En toreo el Cromosoma rutocondial humano conians un tl d 37 genes 
Z para RNA, 22 paa VIA y 13 paa proteinas que lorman pa de os complejo enzimáticos espro, IV y Y. 
Éstas suenan sol 5% da Las prtoinas mutcondtales, mientras que el eso están cocidas or DNA nuca, 
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Componentes fundamentales 
de los ácidos nucleicos 


24 Componente Acido: Fost 
212 Diosas 
233 Tots 
214 Tosdoanices ista. 
22. Componente neutro; Asucares es 
23. Componente básico: Bases nirogonóss. 
23) Essosnirogenadas más cuentes pos 
232. Ot besos de were ilogic y cio 
233. Propiedades Falcoqumicas de as bases puras y priminicas 
2331 Existen de dpolos 


2333. Disposivóncoplanar de os antaces de caca ano (EN y EC) 1 
2334. Tagomenao somera name s 
2235. Cardcterbasco, 16 
2336. Absoreca do alu en el ulravicin w 


Los cidos nucocos (DMA y RNA) están consido por a unión de numeros nuceótidos, de 4 pos. Como. 
introducción 3 su emu, e conadran aqunos aspuctos diners para cada no delos componentes estucturles 
e dieras unáades, ls nuseótdos: 


Fosfato(s) cido 

Nucleótido 4 + Azácar pro 
Nucleósido 4 24 

Base nitrogenada hc 


2.1 COMPONENTE ÁCIDO: FOSFATOS 


2.11 Monofosfatos 


El fosfato inorgánico (P) mezca delas especias quimicas resutants de 1 dsccicón el molécn de acido 
asirio, aparece como anión pH dedo, como anión pH fslógio y como amén a pM alcalino, En la ón, al 
Tostlo se ecuenta en foma le (7) Tomando para de numerosos compuestos orgánicos (4-2), por ajemplo, os 
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tono ná PJ 


a Ro a 


Dni de Acc nó dei 


e ls iio 
¿Compton sado 


2:12 Difostatos 

Elifostato a plrfostato (PP se presenta a pH foi como tianión (una de las formas ¡nicas del ácido 
úrolosóo), Es station isolucin a pH neutro 0 alcalino; sin embargo, dentro de lacas nestle por seión 
e las prolotaacas, amando 2 P, Aparece combinado fundamentalmente en ¿par ejemplo. 
AUR) 


an 


E 


a 

il 

sa a 
e Ed 


A 
en! prof ogico rr) 
Compuesto ori pro fosaado) 


2:13 Trifosfatos 
Eonia (PPP se reses alo som anión o apre o loma ra, so orando pro 
sencatmente, de uctbsiosafostao (or ajo, ATP) 


a a Er 


—— rot rico RPP) 


(COMPONENTE NEUTRO: AZUCARES. 1 


2.1.4 — Tipos de enlaces fosfato 


Puscen disinguse eco pos de enlaces fosfato que ven a omar parte ds los nucleos, Obsérvese la 
structua y nomina odos aca asl coma la dferenci embpo ania ber y anpirdo nos ruca ost 
Virtotaados 


roo Ey 
de A. 


tocar 
A 
A eso io 
A PEINAn 
Alles cia ar ig 
e a » 1% 
ES ON Se 
tonteras dy á 
y Y aaa 
pitt E 
tacon E. ens de na es 
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2.2 COMPONENTE NEUTRO: AZÚCARES 
E azúcar (sciammente llamado 052) siempre es una pontosa (5 lomos de camono). en la Dbosa o la 


Ddesoxintesa. La rbosa (nombra derivado de osa del Rochetsor st ol Blachomisty. 1908) moreno en 
uciosids y urls bajo su foma más estable. -D-Ibcluranosa, 


o (97 


me Ho—E 
cido A Mg a 
don Lo 9 > q 
Da | 1 ed ES 
Ena O a bora 
Pr PA pr Foios Pio 
rie eE MN 
ps , 


mo 


ón ón om 


La lórmula representada como ajemedo puede extenderse a aras muchos molécuas o mer bruimico 
glucosa, O-glcias, 3 desc Daba, se 


COMPONENTES FUNDAMENTALES DE LOS ÁCIDOS NUCLEICOS. 


2.3 COMPONENTE BÁSICO: BASES NITROGENADAS 
¡Son moléculas hatercicias, con más dun tomo de nrgeno, formadas por un ani nico (imita) por 


os anos condensados (puna), Obsérvense en los ejemplos de tases que entenen en os odos nucleicos la 
numeración dels tomos de hetero y 1 posicén e os susttuyetes axemos 


2.34 — Bases nitrogenada más frecuentes: 2 tipos 
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COMPONENTE BÁSICO: BASES NITROGENADAS. a 


2.3.2 Otras bases de interés biológico y clínico 

Exiten cas bsos purinicas y pimelincas. an gereral poco (suenos, que surgen por rodiicació de as 
bases piopales A. 6, € y U o de alguno de sus andlgos porantna, H) Son de origen natura o Sétic, 
inervenen en procesos come la metlacón el la cla y muestran astas propiedades (oniióucs, 
“milicas,amitomorles lc) 


lens | mentales 


neo ld 
Nomceigums acia pre Pe 


MAY 
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raul DA encia), DIAPuirtano) 
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23.3 — Propiedades fisicoquímicas de las bases purínicas y pirimidinicas 


23.31 — Existencia de dipolos 

Todas las bases poseen átomos elctronegalwos de O (exceio acnina).n posición exocica o exranucear y 
eN anto excscicos como en el at, uceres. Cono consacuenca, son abundantes ls noc polares, lo que 
les permite iraccora ote s madaniopuents de hirogeno, que poseen una Inponancia call enla ostuctura 
secundar de ls cidos nucieicos en special del DNA. 


2332  Hidrofobicidad 

La matuateza aromática delos anos cs ques ses tengan un marcado carta polar, een vtldbcas y 
poco soluto on agua al pH celula, cecano a la neuratdad- A pH ácido o len adquieren Carga y se hacon más. 
its en agua. Como ya ss estudiara, as interacciones Ndrfobicas de aplamient, ue Ven lugar entr Eos. 
“Sapuestas prselamento (a mode de monedas apladas),son esenciales para etabizar a osuctura Emensinal de 
loa cos cielos 


2.333 Disposición coplanar de los enlaces de cada anillo (C-N y C-C) 
Se seba arto aromálo, y se puedo observar en modelos especia 


Aena 


2.334 Tautomeria o isomeria dinámica 


Es una somera de gos funcionales. Consiste, on carácter general, nl mgracin de tama de ndrógeno 
unio un Sama de C, O 9 aci ao lomo adyacente. El tpo más recuento esla tato etoenblea. 


2 a y y 
A A pS 
aseos | tommaceto | | formacnol formas | | 


Son muchos los compuestos orgánicos que must como moscas de 2.0 mas de estas formas tautoméricas 
intoronvortise y en equrto, Ene ls compuestos halereiccos on de especia imporancia as tamecas an as 
Bases purnicas y pimiincas, an las cue la migración el eno lugar desde un lomo de N nuclear hacia aro 
omo exvarucie” y covers 


mpnde ==] [A 

asas e OTI" 

pen Eran 
pl 


COMPONENTE BÁSICO: BASES MITROGENADAS 


En consecuenca las tutomeras delas bases nirogeradas son a sunt 


La tautomeriade A es 
imina-amina primaria. 


co 
T y U muestran tatomeria 
ubl Tctama-actima 
lactima dolo 
Iactama doble lactima doble 


aa 07 
ei 
Tactama-lactima. so 


Y ossatómeros ii nombran 


paco lactama y 
Tea delas epa 
o 


tactama y 
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233.5 Carácter básico 


Todas as basas niogonadas son bases déblos, pues sus toos de tato nuieaes como etanucieares, se 
pueden prtanar, con valoras de pk, comprendidos eno 9y 1, Como ejrplotepreseniao, condes l nización 
nia aia, 


ye y a 
y 


> ¡08 


ji e 
AC 


Sin embargo, ste caricia básico, propi delos als puna y piiicna, se ve dsminido por la presencia de 
gunos susttuyetes, En conrao. el grupo -OH dels oncls (y acimas) es hgeramente Ardo y pueda socias: 


qu 


Como consecuencia as basos nivogonadas que poseen grupos lactama (co) pueden actuar como cos, 
rus de sus tutos latma (na), on lo cual 0 ve teu el caricia básico propio delos all an mayor 
mac cuanto mayores el numero de grupos -OH, Véanse los ejemplos squiemtas 

2) A esla Unica basa queno fro grupo ceteenol y. or ant. no muestra ningún caricia cido y e a más básica de 
todas. 


b)EnC yO. el único qupo O aporta un cactor dio muy debi, por loque sguen comportndose como basas: 


A 
(frias laca): Corra las) forma logia 


+) En Ty la presencia dedos grupos OM compensa on mayor gro al carácor bic: 


AR e eb” 

cationes y y ga 

a A, a) 
e tipa 
mo da, 


) Como eyempl extremo, el did uo (vas ntrogenada con rus grupos OM) ya muestra un marcado caricia ido. 
(anque no es un ¿cin fune, 


A e am. LY 


hi 
¡arma lactama triple) (Coma ctm tip) loca cima 
triple onizda) 


Ñ 
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Esta dociacón, como dcdos, de los grupos ano compensa a pais el desoquiirio tajomáricoanterementa 
ú«consderado, pomentando la presta de ls formas cta oro), No ccur un teo sim con a formas amina, 
por lo que ena practica es comun que en las bases ivogenadas lose cesa la tomara laiamaracima, de 
mayo ascendencia lógica. 


2.3.3.5 — Absorción de la luz en el ultravioleta 


Es una propia caractersca o ls bases purnicas y pimidnicas, debida su carito aromático. En os 
espectro de abrorción,n p=7, e observa ua fono absorin de a ur en el Uavcioa (UV) con un méimo cera 
3 260 nm para tas ets 


[==> 


Ni 


V 


(mm cart) A 


longitud de onda (nm) 


El mantenimiento de esta proptdad en ctósidos,nuriaddos y cos ruleics, dels que las bases forman 
paro, puma ss vzacn anlica en stos Compuesto, por aemelo. para la cuaniiacón ds ócides nucleicos 
(oda 30) 
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312 Tos de nuieosdos 
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3122. Otosnucvónios de niega bioogw y Elmo E] 


3123. Andlogosdonuciessios Inbidoras de 


ranscrptasa inversa EN 
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31 ESTRUCTURA DE NUCLEÓSIDOS 


Coresponte sl euquema generar nucleósido = base nitrogenada + azúcar 


También pueden consctrass como el producto de la Mir delos cis, con beración de font 
¡inorgánico Equvale porte, aun nucleo carente de osas 


sinico == muclisidos puros 
axe tonada la En 


Nociooja pirimidinica: =ES> rcteósidospanmidinicos 
enim orante 


(eN ereido) 1 
ica 


AS 


desorimbosa => desasirbonucioisidos 
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3:11 Características generales 

La unión covalrto (ets Negícodeo) eve 1a base y laser osa desostibosa) ss stblec ere al 
1 carton anoméic) del azucar y l 11 de nilo primidiico o el 169 del alo puro, con périda de una 
molécula de agua. 


312 Tipos de nucleósidos 
ete distinguirse arte nucibsids consituyenes de ácidos nucteios y aos uciasidos de Iterbsbiolgio y 
ico. Su descripción slempee se nace n unción de a naturaleza quimica de la base y dl car. 


3.121 Nucleósidos que forman parte de ácidos nucleicos 


du bn 


La detecón orvorbonuciósios y dexocibonuciadidos estra. obviamente. en la prosencia de rosa o 
dnsoximtcna na molecul, 
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a 


3122 — Otros nucleósidos de interés biológico y clínico 
Acemás delos comporantes de nucleos y Acidos ructscos, exen enla naturaleza aos rucoóndos em 
Sorma leo o combinado, Agro de llo son signifeabos por mu localización y ación Boquimica, incor por us 


cicacones cnica Deben tarse losetas 
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NUCLEÓSIDOS Y NUCLEÓTIDOS 


5 -desoriadenosileubalamina (una delas formas cocnsimáticas dela vitamina 1) 
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31.23  Análogos de nucleósidos, inhibidores de la transcriptasa inversa 

Se emplean ara combat os eros del Inmuncdefioncia humana (VH-1 y V-2). causantes del SIDA. En 
reanóad aciban como prlfrmacos, ya quel cla anivona los conieno a os comespandentes desounucicóidos 
“fast, que son ls verdaderos fármacos. pues compren con os desoxiribonuciecios normales, mpidondo que 
ta ronsengasa inversa. popa del veus net l DNA conciomentara l RNA vc 


EA Teri T Choi T ripornina 
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3.2 ESTRUCTURA DE NUCLEÓTIDOS 
Corespande al esquema genera 


nucleótido = nucieósido + fosfato(s) = base nitrogenada + azúcar + fosfato(s) 
"También se puede conser como: 


úucieido = axticarícsflo + bass nogenada 
A SST 
DN sl ec nio! 
dl Á 
A 


desoximibosa=E> desorimibonacictidos 


324 Caracteristicas generales 

La unn, de carter covalente osfomonoéste) se estaca antro uno aro grupos Totato y senos grupos 
OM el azucar del ucleóido 

La imponanca dels ruclegtds s excepcional, principalmente porguo son os monómeros consituyetes delos 
Acidos nurios y, por tanto. os products nomas de sy rl Al mismo hempo, pau agarcen Jo lo 
on stas localezconos subciulares, formando pane de molécus de gran nes Boquinic (ospeciament 
csenzimas) 


Para astros mucicótdos se emplean stos citrts de casación, atendido a 
+ Caracteitcas estructurales crteno lizado normalmente 


1 ss togengda,nucecidospuinco y prtmnicos 
$ CaractotIal ico [setrminado por lost). 


2 NUCLEÓSIDOS Y MUCLEÓTIDOS. 


+ tar caractraca, as que slo se alude ocasionalmente: 
+ precedencia eto ena ca 
+ Fco ee 


oca. parco prime. IA" 


te 


322 — Nucleótidos sencillos 

Se conseeran nucisticos secos los que prosantan Joao) mn una sta posición del azar, ato incluyo 
anto os que Loren un único fostto(onolostalos) como los que tenen dos ares Isiatos que están nidos entr 5 
[atoeaosy ntoeatos) Se muestran como ejemplo los conesponcienes  adeina 


aia: 
e 
odias 


ón dm 


En forma ie y somo poneros 
comlayene de lo cios nucleicos 


( comcativo, normalmente en 5 y 


A DL 
a o e 
Jamie EAS nena 


precursores e abone 


de acdon mclicos 
món 


Los nucleos que fsman par delos codos nuctics son siempre NMPa con un foto en posición 5 Su 
estuciura Y Momencitaa se stuian de foma Getalada n conimuacin, Los nucidtdos con 2 9 3 fotos 
Consecutvo mn 5 afornio 0 NOPS y tnostaos o NTPS,rospocivamento), ada  imporante función boquimica. 
Son objeto da esudo en conos de Blequimca Genera, Fmament, oos nucsénios, con fsitos en muligles 
ositones dl azucar sn estan ostorcrmenta com nuciotids cios complejos (pág 28) 
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3221 Nomenclatura 

ox muetados ss nombran según dos enteros: 

a) Carmo ésters fosfato del nuclósido, Por e adenosina mencosato, guanosa-dfosato. una rosa, 
sc (abremadosrespectrementa, como AMP, GOP, UT), 

ú) Cara deidos, susttuyndo la terminación del nombre de a hase porel sul co, Est star sol o ubiza 
omsimanie para lós nuciosidos-menclsito, Por ej: Acido adentico. Soto guano, acido unio, et 
(recpecivamene, pora AMP. CMP y UP) Enel zaso de ucicsios foie y noto, e emisario los nombras. 
adanico, uadenico, águsnlkco, te. (para ADP. ATP y GDP),S so quiro lener en cuenta que ls sesos fotoo 
alan onizados a ps allógic, se utliza e suo at: adenato, guano, ult, se 


Coresgondencia reos nombres de hase. nucicósidos muele 
treat com ñ 6 í 1 € 
ase: adenina —— guamina ac mina cosina 
muclcósido; | adenosina — guanosina —uridina — timidina cid 
mucicótido: — | ademato, — guano, — uridilo, — timida, — cito 
“nuctesito. . | de. ademilico de. guanilico Se. uriilico, dc. rimidlico. de. ci 
monsiono. SMPy | CO AMP OGMP oUMP. O TMP OCMP 


jo artos ceros. ara iniar de foma ás dethadala estructura, e ospecca el número yla posición o 
toronto. Pare 


adenosna-5-monctohlo AGO 5-oGeniKco same 
Gdenosna.3-monalosao —— cdo 3-aóenlco ae 
Sdenoana:5 Sota cido 5-dadenco SADA 
denosia.5 atte cido sados SAP 


¡Cuando nose espacial número, mplctamerta xs asume que es ost ocupa la posión 5 En ste seno 
lor dos los ejompis e nombran smplemerta como ADP y ATP. 

Estos sistemas de nomenciaua se agácan tato a desoxirbonucistdos como a rorucibicos. Lógicamente 
para las primeros date atesonerss el pro dbrox. y 4 loma atrevada, la era dl Por ejemplo, desoxtimidia 
Frcnofosalo. aTMP, dasoxtmalato,6-¿TWP 
yesentar los rciosidos monolosato es medante la nic! de tu aso, 
lr psa totto se uno en 5 posponlendo a ia union ss en 3, Por. PA. PG. PU, Ap 
Sp. Up Esto erten os de ets para el estudi dela haria quimica y snzimáta e os cdo mucoeos (paga 36 
ya5e) 

Las Lts siguientes resumen todos los nucitidos sencils (NMPS, NOPE y HTPH) uistetos on la cua, 
incluyendo su sti denominaciones. 
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anita 7) 
Fdenosin-2- foso 
adenosina monito 
mono Far 
Fanlo a , 
oia desonite det 
adentra monofosfto nina monolito 
SAMP ion) FAME y) AGUA 
Be, desogite sonia 
udenosina moroso 
[ADE ippAr FANDF 
itostao PEA 
adenosina diff 
00 VETO FAN 
fostto adenosina: nfosfato ovio |unosin-Srifosito Epa 
adenosina osito dei |Enoniawesíao | 


* (la dsoximitos no ns -OH en C2) 


FuMr 
“ario 
Qrdina-2 foso 
ardira menaloato 
ono: [FEMP (Up SEM ap 
Fost | ario Y desoriimidito 
Qridino3ofosao | desoximidina-3-fosao 
Frida monolostao _ | Y'desocimidina menos 
SUMP 0 INTO 
Scania destino 
y-Sufosao | eesoxiimidin-S- foso 
-desoiimidiaa monclostao) 
7 SaTDP ppt) 1) 
fosto|uridie-5-diosito | uesosimiina-irostao — [ciiina 5d ni 
Sardina isso | 5 desidia dista | 5 dieta 
na ERECTO] [CTE mp0) FACTO 
fostaouridia-5-mfaiato.— | gesositimidn So vifosao - [cias 
Scurdina toco | 5 decorada trfosio_ |< iia into 


+ dl descimibos no en 0H en C2) 
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3222 — Estructura de los nucleósidos-monofosfato que forman parte de los 
ácidos nucleicos 


AS 


admito, puso 


oo 


desde. deso cesos, desoicdi, 


323 — Propiedades fisicoquímicas de nucleósidos y nucleótidos 


3234 — Propiedades iónicas 

Como consecuencia de la dsccación en spluión acuosa de los gupos P, PP y PPP, todos ls nucedtaos 
(nes. NDRS y IPs) muestran un marcado Cir cio, co 2, y alga de XK Posactvamante. En general 
dlsar ss vlores de pK, inerros 27. e encuantsan cargados negatamonte[oxste'como aniones] a pH Fslogico, 
Gracia a este caractr inner, los nucótdos loman sales on metals, son crstalzables y son más solubles an 
gua que ls nuclbardos sus bases mrogenades 


3232 — Formación de complejos 
Los gupos PP do NDP5 y PPP de NTPS muestran gan afidad (NTP 10 veces más que NOP) por catonas 
«vstertas. como Na?" y Ca" Al estar éstos presentes a aa concentración en a célula, los NOPS y NTPS no 
existen como arenas les, Zno formando compejos quelato 11. pancpamenis con MO" Bajo astas “lomas. 
cavas (MGADP y MATP! | ambos nucittids artlpan en rescconas ermitas de transíerani e otao. 


pu 
Mgnte 
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3233. Absorción de la luz en el ultravioleta 


Los nuciósidos y os nuctbtidos muestran lcaractorisico máimo de absorción de az enel UV a 280 nm. 
eto ala baca naregenada corospondrto. Por ejemplo, os valores de absorividad molar (E. en M' cm ) de 
anos nacsondos monsloniato son os siuentas 


ae, ae e ne cue 
15400 ROO 800200 70, 


"Veamos un ejemplo de aplicación práeticnde es propidad 
esvéndese que ets valores seven pur ale la concentración, ari de a formula 


E absonividad molar ans lada 
noite de exinción molar) 
puso apo 
> Concemtación molar 


Va mezcla de nucleos, tenida por Iii de una muestra de DA, posee una aboracia a 
210 nm de U.S om na bea del me paso sp, Saponida q la compuncin d ee 
DNA sos <quimols en los vivo dosimiboruciidos: culo” a Eomcenración mimar de 
ruedo en la meseta onalzda. 


Altas de una mezcla equimola, e cocine e extinción será La medi: 
E (15:40 + 112009200 +7.00)/4= 10950 Mc! 


Juego: =(0.547 10950) M=095 mM 


3234  Nucleótidos como moléculas de reserva energética 


Macvs nucicsidos (fundamentalmente. NDPs y NTPs)acian e odo to de células y en mutua de procesos 
rretablcos como compuestos ficas en energía, Etre eos, os nucetsidos toto ntenvienen como precursores. 
de la sintst de DIVA y RIA con ración e proosfat. 


3235  Hidrólisis 


os nucleos y nuciecidos pueden serhdrlzados en sus componentes, en mio 4cdo y slaino, Esta 
rl quimica poros Gro nlres e 6 estudo dels cios cios 


VNucleótido — 


votar dl CT 


hide ida E iriivalentna, | ¿e 


ÓN lina O 
ra 


E IED 
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324 — Nucleótidos cíclicos 
Son nucRóRidos-monolestlo en os que un mimo sto se une a dos poscionas del azicar (ds -OM 
¿erat generaimento Y y 5. 
Actuar como segundos mensajrs, ranaruicndosenals desde eomo por ejemplo, hormonas a primeros 
mensajeros) al inerir cala 


ón ón 


35 Fosfato cio de ademosira Yon eeio de gua 
(APIO. CAMP) (GMPSehoa. SUM) 


3.2.5 — Nucleótidos complejos 
Fnaimenta se engloban en este apurado aqueos nuseido, o componentes de os 4cos nucleos y con 

funciones versan. aus estucturamente Ofean de os nuisctdcs senal en uno 0 vamos de los sueno 

apoco. 

+ Varios gunos fosfato etertcacos en posiciones múnipes det sucar ss. y mesostatosCoA, NADP”) 

* Presenta dedos mucisidos, unos antro si por un puente de grupos foto (FAD, MAD", APA]. tos entran 
¡entra del categoria de dnuccóios 

+ Presencia de cas bases nrogenadas (FMN, AD, NAD”.NADP") 

2 Presence azucares distros del boluranoss (PM, AD) 

+ Gnupostuncionalos adicionales (004) 


NUCLEÓSIDOS Y NUCLEÓTIDOS. 


TORTAS DON. 


"Monoruciosudo de Mavina, FMN: "iueieindo de Mavina y adenio, FAD: 


Cotos vis eos = Vin, psc deF MN y PAD 


Dinueteótido de nicomamids y adenina, —— | Fosfato dl diucleóid de nicotinamida y adenin, 
AD NADP 


“teo cm vam psc delos tons NAD y NADAN 


Coenvima A(COA 9 COASHI. 
Aecem de acción parado mesa egos cto 


Percrpcciamis — Fali 


Tema 4 


Estructura primaria de ácidos nucleicos 


42 Estructura primaria 
43 Formas de representación nal 
1 Fórmula completa. 
432. Represenaconos esquemátcas 
33 Representaciones atrovadas 
44. Dos ipos de ácidos nuelcos segun su composición... 
45. Propiedades Feicoquimicas delos Scidosnutteicos... 
454 Propedads en dtucn 
352 Resaivaaa 
453. Heras quimica de cios ucilos 
4534 Hardin don 
4532, Hard atea, 


RUBSSLLLBRRRERZ 


4.1. ASPECTOS GENERALES 


considera que los ácidos nuceios fuman are ds os nucleoprotidos, el grupo más 


Inrccin. madame nicas los rsios básicos (cntóncos) de ceras protwinas ona 
prameas) y los gunos Hostal famtnicos) del dodo, nuclea” E estudo, delendo de talas asocaciónes 

Por su composición química slemontal CHO. y), devada del prosencia escusa de nuceidos en su 
estructura os ácidos nucolos so dlerencn des prtrinas. pemcimerte, en u mayor contenido de sor (10% 
yema ausencia tota de azur 


Forn 
Esa Procardias Vas ) 
Tricio car —[enta sora nuca | dano dea | Desostaro y ran e 
(sanos cromosomas), delete copada icrmatión genia, 
enmatie mtscondraly | (uncromoconay | sooon | organadaan genes quo 
'amesvomad —” | varosplásmidos) | agunostpos | coóficanpoducis gánicos 
Copas pa cias o EN 
A E ara | anos | rise anta vanemalande 
emporalmente, apsida | lnormocón desde dl CNA 
parir len otostpos | Pasta os productos géncos 
en metia miscondray em) 
en estroma de 
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Existen dos Igos de acidos nuccos, denoranados ribonucaico a RNA y desoxiribonucleico y DNA, que 
“áleren en los nuctesidos comgenerts. Artes de desertor su estructura, recordemos brevemente que ambos odos 
uclecos se encuentran en odo Igo e cs, anto procariotas como caretas, omo excepción, as wruscontenen 
blo DA o 280 ANA. En todo los casos, us Gversas uncionss an la Tanemison y expresión de le formación 
endtca venan doteminadas por su localización mubcshlr y 8u astucia de orden superior (contomación 
mensonal 


4:14 — Niveles estructurales 


Desde un punto de vista estructural, n los ácidos nucleicos 5e pueden considerar varios niveles, smiaros en 
¿eto mece aos deserts aacionalmente para proteinas 


+ Estructura primaria, oscra por la unión de numerosos nuccósidos mecano alace fstocióstr dando luar a 
tn polmero hn, El ren elos nucieaios (o sus bases) na cadena derno 1 secuencia dl ácido puc 

+ Estructura secundaria, con la que 5 nia e andls espacial dela molécula, coospondante a la conformación 
locals asc la deposición relawa de pucielidos que están rúximos enla ocuenc. Para l DNA esto nivel 
estra) vns defio por a asociación dedos cadnas poinuetias a uás delas ases nvogenads que 


ú"imenionales que surgen aparte ls niveles rimano y secundario. En caritas son compleja, vasabas y 
en ocasinas escasamente conocidas. En el caso del DNA pueden incurse aquí ls esuciras reulanies del 
*peraolamiento y del azociacón con potanas básicas para fomar la cromatina, Sin embargo, ya Gerena. 
e a que ocure an proteinas, en general esucure adopiada a ete nivel no viene determinada or ls delos 
velez interne. Enel caso de algunos RIVAS [especimenes IRNAs) e cbserva un pegamento timensinal 
ben detnido, equparable ala stucura fria dels proteinas. Aun n ase caso no se observa una estructura 
Cuatemari, ja que cho pegamento slo aleta una molécula y nO vanas asociadas entr sl como em las 
rotas. 
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La estuctur pómeria, común para DVAs y RNAS, const on presencia de caderas generalmente agas, de 
carbcir macromalecss. cemades por la unn de ucisoaos median enlaces covalentes 3-5 tostdiester Por 
Faro, a unidad monomárca es el nucstio, 0 nuciaoidomonotostata(gnaralmant contemplado omo 5-NAP), 

Los ácidos nucieicos son, por tato, palmers de nuceóndos o polinucedtidos, con un esqueleto lineal 
formado por unidades alemas de lostato y ptos [pare constate de la Secuencia), del cual stressentatraimente 
las buses [ore varbl, que define la cuencia) unidas al azica respec po enlaces cosido 

For conveni, a sacuencia sienes s nac en dirección 5 - 3 es dec, con el extremo 5 emi! (5-7) la 
tequieda y l exam 3 terminal (3-0) la derecha 


1133 


-P-058-P-0sa-P-0da-P-05a- 


Dentro de eto iv! estuco estudiarán  conimació asista oras de representación, as erncia 
sn composición quimica ae los dos tpos de acidos muelios y us propiedades fiscoquínicas más reprsenitvas 


4.3. FORMAS DE REPRESENTACIÓN LINEAL 


Pueden empiearso hast Bees, de aímiicacó creciente. En general, se hace uso de la ara nica de 
nues, en mayúscuss, ora regresaras las o us ruicósido, El dedo nucico propuesto como ejemplo as un 
RNA (azucar bos y bases. A, G. U y C). pero las representaciones son Igualmente vas para un DNA (azúcar. 
dosorimosa y bases. AG, TyC) 


4341. Fórmula completa 

Porrazanes de espacto y turdamentalmente dicas s aconseje comenzar on un representación vertical 
e esqueleto del cio nui nsacón 1 en agua), que permito apracia con eta os oniacos tscistor entre 
Fuciósidos conseculvos (uniones anicarfosao) y la sluación perpendcuar 2l esqueleto de los enla 
Negiconidcos (unes azucar baso) Para manteor l odenación 5 a. e sia extremo 5-P en a pare supeñor 
y estreno 3-0 en laneros 


DOS TIPOS DE ÁCIDOS NUCLEICOS SEGÚN SU COMPOSICIÓN 3 


¡OMT 
(al ae 


43.2 Representaciones esquemáticas 
Como peclaidad de esta reresentación. l ando furanósico del azucar se smplca meciante un solo tao, 
vertical yo xtemo super conaponde al CT y elnerr al C-5 notación 2 e a Agra) 
En una Torma aún mas imp e omita los fosas ntmecios la numeración e os azicores (notación 3 


4.33 — Representaciones abreviadas. 
La simpifcacón se puede aumentar nicano cada nucisido medante atra ici! de su bas ibogenad (o 
nico vna en sscueria) El polnucadtdo queda as educio una sucesión de eras mayurculs iercaladas 
con ere p minusculas (notación 4) El extremo 3-P (al equi) vero ropresentado por una tra p seguia pora 
lato dm fenol mucecaldo. El extremo 3-04, a la derecha, vana dado por la letra dl limo nuciósido, Los 
eosios intermedio lean ap. Exulrda y derecha, corespondintrs alas posiciones 5 y 3, respectivamente 
En a eserpción cota de secuencias 
representacón se raduco a una secuencia de 
[hotacón£) 0 so asume la present del oro en y ae om nia e pre p (notación 


4.4 DOS TIPOS DE ÁCIDOS NUCLEICOS SEGÚN SU COMPOSICIÓN 


alto Acido devevirribonucieco (DNA) 
== esoviribonciotidos 


A a a] 
Ribas Tears 


Adenina, A 6-amiopurina) 
Guanina, G (2-amino-4-0xopurina) 


Citas 


y C 2-0 + aminopirimidina) 


Uracilo, U C4-dosopirimidina) [—Timina, T(S-ctiluracilo) 
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] Enron! 


4.5 PROPIEDADES FISICOQUÍMICAS DE LOS ÁCIDOS NUCLEICOS 


Los acidos nuclecos presentan propiedades impertantas an relación con sus fuonos de amacenamtero, 
ransmisión (replicación) y axgrecón (vanscpcón y traducción) de la Inforación gensica. Se comentan aquí 
trowemente algunas do olas, rlaconadas Con la estruc, y el resto ss rán asudiando a medida que sua su 
gicacón al propo estudio de estas moécias (por ejemplo, la renaturazacón de un DNA desnaualzado se 
maleza como Rendarento dela brida) 


4.51 — Propiedades en disolución 


Las cadenas polnuceotídcas de DVA y RNA son Miraflca, eto a a posiblidad deformación de níaces de 
irá con l aqua por para sos numerosos gruos fosa y ON bres al azucar o largo dal esqueleto 

Por vola, pH Filio os grupos Hstto(_ px 5) a jonizan as por comet, hacondo que las 
moicals de DNA y RNA e comparen como ácidos y lengan rumerssas cargos nogatvas. Debido est caracter 
Pollniónco, los dcdos nueces ss encuentran cas! siempre neuralzados par interacción iria con ls cargas 
Poetas de cres molculs. Concrutamant,l DNA del ganoma rucisr aucariico a enquenta nido sion, 
frotinas ficas en A y LyS.Carguónaposiament a pH flog, dando lugar a nucecprtedos; la importancia 6 
sta asociación se considerara porteramente (pág 84), En los espematazcides, e papel de las tons es 
desempeñado por pequeñas groteinas ricas en A, lamadas protaminas y también con Juene orga posta, En oras 
ocasiones. el DIA £e une a pollaminas (pencsimente esperma y espemidina, al lamadas por aber so 
detectadas crtnalmente sn el semen) dstibudas emplamente pero de loma especial en algunos vs y bocteís en 
istado de ráidaprolleacin. As por ejem, en el go Ta las polainas peutaizan un 0% dela cara negativa 
Total del DNA, estblizando su Corlommacón, Por Ulimo, como resultado expermental de asta propiedad, la 
ersañzación de cidos nucoicos se Lacita 5 su carga neg se compensa pora unión elones metálicos 

Debido la relata ngidez de La molécula (en dobe hc) y au Inmensa torgaud en relación let, as 
sotuciones de DNA son muy visconas. Esta propiedad eno mes en rolación con el estudo del proceso de 
desratización pog, 165) 


4.52  Reactividad 


En general Jos ácidos nucleicos son quimicamarta muy usables, espcilmanto an el aso dl DA. Elo sa debe 
que la desontosa carece de gupos reacios al 3:04 st compromendo en el Gora del nilo, y os 3-0 y 5 
estan formando enacesfostogistr EIA e algo más escino, gaia Is grupos 2:04. oque so reja en 
sn propiedaden por remos ndrlls on med lcalno, cono se vá conimacin. 
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453 Hidróli 


is química de ácidos nucleicos. 
453.1 Hidrólisis ácida 


Los cidos fuertes ascnden tanto os anlacsTosodióto ente nuctosdos como los entces eicosiacos de 
ada nuca Por tanto, sie para analizarla comentó de bases de un bdo ruteo, pero no para dotominar 


En a 
Enlaces Eno Erica Ecos 
¿sn rrolzan? tostadas Megleasidoos — fostodesee  Mglosidcos 
(rte nutecagoe) (en cada nucdaido) (entr rucoondos) (en coña uciosido] 
Tias dado une = a > » 
(9.401) 
Fed cido de me E = 
dedos o pumas idos o gunas 


Los ácidos dátiles respetan ls esco fostcistr, poro lenden a somper la unión N-gicsiica, Este entace 
más lb on pvtnas ue Con pimidinas. or 1 que se puede consegur or bjenl, a pH=3)escndrselechuamente 
las bosos purness dando lugar 5 los denomados cios aprincos Esta Nr se ceo eres para esudar 
parcssment la secuencia del DNA. Con al mismo, también 6 han preparado dos nuts aprimiénicos, por 
Esiminación selecta dels plminas bajo condiciones quimicas erento 


E iria cho 


2.-.8.5.4.8.4. lá 


4532 marte tcalva 


El med básico aleta de disinta manera los ntaces fstcistr, rizado ls del RIA pero o os del 
IVA: los enlaces Megicoscs son rsitnts 


a E 
Ena Ence Ecos Ena 
¿smicralizan? toser glosiócos tostadas Negicosios 
(nr mtocaioe)_ (en cada nucldaio)_(entrenucecldon) (en cada nuciosio) 


ELA se tariza rápidamente, Ibrando sus nuctdtos, an soluciones dudas de NaOH (41) sin atacar 
¿los enaces N oicoeidene La mole delos enacos arica fosa debo ala mpicacin draca de los grupos 
2-0H de ln bo an la ctas química So toman au Da 7.3 ciclos como products itomedos. que son 
Firalzados rapidamente en al mado acalno, 3 aca a Uno 4 010 lado del loc 2 1 evodéo, para dar na, 
mezcla dels 2-NMPS y INS 
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A 
+ 
AM 2 


EL DNA, al contrario qu sl RNA, 6 resistente a hidra an medio alcala, Edo se debe ala ausencia de 
¡grupos 2-0 en as uidadas de dosoxirmoas la que impide el mecanismo expuesto aneriomente 


454 — Absorción en el ultravioleta 

La situa en l sor máximo de abscrtanca delas sitas bases (2617) puede ulizarse no sólo para 
dtetcir y cuanta las bases, ls nuclbsdos y os murio, na especiimente par determinar la concentración 
e os cos utlxos. Ds hecho s el procedimiento comunmerte liado, a posar de no se l más exacto. Basta 
on med el alot Aa en una dsclución via, sufcenementa transparente, de DNA o RNA para poder cacuar 
ku concentración, Si embisgo, e conveniente a ealzación e unos conto, ieniendo un cuenta espaciimente la 
Poste contaminación San polens. Cuyo presencia Conte 2 la SosorcÓn Y. por ant. ierera en esta 
arman. 

Etocivamente, aunque los másimos de absorción son caractwistics de cada uno de ato compuestos (260 nm 
para scdos nciios y 280 nm para Praia), ambos abtortan en ria medi als os longitudes de onda, Per 
emo, la absortanca de prtenas a 260 nm es, para Igual Concentración. unas 20 6 0 veces infor la de los 
sos nuticos, En a pri. temiendo en cuenta esta sluacón se deben erioar ambos veleros de absorbancia 
[Ao Y Ao) para pace coregr a Inorerencia muta y asi deleminascoeciamanto las concentracion de Acido 
ucec yde proteina, 


Tema 5 


Estructura secundaria del B-DNA 


51 Proporción de bases nitrogenados: Reglas de Chargal.. 
ENT" Algunas rtaconas entra bases son quals en nas as asp 
SAA. alain ata basas. 
5132. Rascón anta pumas y prmdnas 
3113. Ratscn ete amvotases y oxtases 
512 iras ación son ferrts segun a espece 
52 Modelo de Watson y rich: forma B dal DMA ooo 
521 Complemoniaodad delas osos irogenadas 
5211 Coparcuencs de a omplementasadad 
5212, Ele del pisobte el apareamiento de bases 
522  Geometa delos ares de basas 
523. Anparallemo dels dos obras 
523 Dierncia an la secu de ambas obras 
525 Moca y carcirdomógeo 
526 Paramevncuaritatwor de l obio he 
527 Corcioranitico y estabas ela dt há 
5274. Stugcin de o lostatos y caricia maroc, 
3272 Coploraredad, aparente dels buses y carctor vofoico. 
528 Suporte o molécula: cos en el DNA. 
529 Sigucado icógeo. donadas paraa rpicación 


El asis por ituccón de rayos X a sugo eablement 
ote e conocimiento dela estira secundaria dl DNA. Desa 
Sis micos se csenaron,Inuso en muesvas impuras de DNA 
“sueno, señales que correspondían a un espacado regular de 
034/m a lo largo de las fexas de DNA. En los años 50 so 
tiron alos más precisos, con muestas de DNA más puro y 
hackrdo uno delos métodos de ducción de rayos X, que ya 
hablan desaolado paa mudo astucia de prtinas Apart 
dels coospordentas patrones e ducción, donde as mur-has 
Cerros on torna de aspa nicas una astucua en ls y las 
Bandas intensas en la pane super inferir indcan la repetcón 
peróica de astuciurae, se concuyó que la molécula ds DMA 
staba Tomada por dos canas, con una dsposción helcaida y 
on una dobla porodeidad a 1 largo dol jade ho, cada 0.34 

Pos tr pa, la química de nucesrids permitia conocerla 
Asten de ileracciones hiditscas por eplamiento, ai como 


Ja asociación mediante puente de hirógano apareamiento), Todos ess datos axprimenas, junto con el nal 
de la proporcón e las bases comituyentes de la molcul, cuyas corclsienos se exponen a Coninaació, y la 
construcció de modelos moleculares, ieron de base para a propuesta por Waico y Crek e a astuta de doble 


holes cuya descrpcón s e ojto scale sto loma 
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5.1. PROPORCIÓN DE BASES NITROGENADAS: REGLAS DE CHARGAFF 


A posa de que la composición de basas puede parecer un aspeco lado aa estucua primaria, su esti se 
hace n ss loma por str rectamente relacionada con la estructura secunda del DIA. En un gnc se creyó 
ue e DNA esta formado por candados ale delos cut nucdtdos A, G, € y Y, y que la unidad fndamenal 
ía el tetranciondo, hasta que Ena Chargall or cos, obser dns proporciones de los 4 nucietdos an 
ivorsos cantes, Concretamente DIVAS silos par o colla a tjs llrantes de distros Indios, 
¡ento de una misma espoce pesanian óénica composición de basos, que además no cambia con la das, estado 
uiconal a varacones det arto, La composción el DA es. por tao, caracestca de cada aspect. A parte de 
sos css se formulron unas regias o genaralizaciones cuantitativas sobre la composición de bases del DNA 
e fueron ive para educ a tucan doo pata 


Tomos de veses Flaco or 
e moles) Fins | Resina 
5] 
E EN E 
cen set 32 das a [2 
Ec 190 100 too [an 
Fago 178 (rana ore 1x0 098 | 130 
egin 


5.14. Algunas relaciones ontro bases son iguales en todas las espocios 


A pesar de que la composición vai otr ospecis, o odas olas cumplen ceras rlacionos ere las bass, 
termitas como ls tros pemeras reglas de Charat, ques exponen aconinuación. 


5.1441 Relación entro bases 
En prctcamente odas las spoces, el contenido de e aproxima al de y l cortando de G de C 


AR To >  Raón AT= TA = 1 
G= Co +  Rarón G/C=C/G = 1 


Esta observación fue esercil para que Watson y Cick pastiasen los pares AT y GC, que denon la 
complementaradad de tacos en al DNA de dos hebra, Hay que destaar que at regla no se cumple para as pocas 
spacos cuyo mataria gendto est ommado por RNA o DNA de hebra senos [compárensa am labia los aji 
obre $17, asus tomas de Para socia y de dobla hera) 


5.142 Relación entre purinas y pirimidinas 
Como consecuencia del ame, l contenido e tasas puriicas (A + 6) se apraima ld ases prtmiíncas 
(7 +C) 05 cr. hay un 50% de pumas y un 50% de pimainas 


MG TC 250% Razón (AG)/(TH) 1 
purinas = pirimidinas =50% -—>  Ruzón purinas/pirimidinas = 1 
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5.11.3 — Relación entre aminobases y oxobases 
Al observar que AT= CIS = 1 también sha de cult (por raznes estrctamacte matemáticas) que (AFC) 
(140)= 1. Porta puede conca, como tlacón adicional (un Signdcado especial. que: 


xaminopurins (A) + 4arinopitmidinas (C)  E-osoputas(S) + -oxopimidinas () 


5.1.2 — Otras relaciones son diferentes según la especie 
"ras rolciónos arre báses no e mantanen constantes ae spaces; de ana as, resta ua dani 
razón de aimati 
A9T 
uu 
que, además delener un valor utente para cada ospoci. nose aproxi ala unidad como las razones ateos 
(serial), Por jor, en animals la act de asmetris os siempes superior uno, l mismo cese an plantas 
perras y hongos Por contacto. an bateas y vns los valores son mucho más varados, muros noria la 
nidad 
La són de asimatria puede también clelrso deciamente aan el contenido en G+C, parámetro Paba 
anoto tpos de estuco, como la desnsuralzacó del DNA: 


AST_PMAE 100-4690) 
a] 


ran de asimetria 


De acuerdo con lo los animales, panas superiores y hongos muestran un exceso de AT (50-854) sobre G+C 
(60.35%) mientras que en bacvis y us 6 aprecia la gan vaabidad en GC (75245) 


o 0 ¡5 an a 
mom ) Es 
ve 

Baca 
ra 
Panas malos 


En resumen, con esos estudios so ha observado que los DAS de especies evoutvamente relacionadas tenen 
na sazón de asta ima, mientras que as especias muy alejadas tienden ene una razón leen. A pasar de 
or óta 1 menos conocia de as esas de Charat e hecho e que permita disingu entr espec hace que pueda 
úlizarss tomo cio ens relaciones evoltvas y ls casicaiones lasonóicas de ls organos. 


5.2 MODELO DE WATSON Y CRICI 


-ORMA B DEL DNA 


E modelo ridimensional, como ostucua de aerea paras prupiadados el DIVA, un postado por amos 
Watson Y Francis Crck en 953. Coesporda a la actusmenta denomiada forma 8 del DNA, la más comon en las 
stas y a mas estao de todas las que pundo acoplar un DA bajo condciones flogs, Este medolo e basó 
Fanlo a os observaciones por fayos Y como en a esas do Chargal y por ato, ost de acuerdo co es, a como 
con clon ento tsizados mediante un on rumor y variedad de Iscicas. Semutancamene 20 propuso la 
Adecuación de medaio ala lunconaldad de la mlgcuóa de DNA para la conservación y ansiin de a inomación 
endtca (pag 40) Presenta las sigues carctrisas básicas: 


5.24 — Complementariedad de las bases nitrogenadas 


La ostuctya química de as bases permie la fomación de eisces por puanto de Hrgeno (dos tomos. 
ú«elsttnegathos, como N y O. compar un Somo de udrágeno), En conato, des puctdtdos pueden nteracconar 
de toma especica mediante dichos entoces y =e hata de “bases Complementarias”, "Pares de Lares” y 
apareamiento de bases”. 
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¡ua mejor comprensión dea compiemontaedad, e conveniente osabecer unos ctas praio en cuarto 
ato oir de o noonoos e cda pur de bm si Cl, rare, Ma a doren de 
nas otucuas relamente comy 
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A restar pr e Es, emp fra de pa 2 ura luli sado le et y E 3 
esa sado Scam Conrad a 


"idea y Tina (o Unlo) uedn formar Z enc pr pene din 
DEROCOCART on Mo MECO. 
HEN 0 NOA, 


Las ineracciones ópimas se foman erro G y (ros orcos de Iiogeno) y ente A yT, o sen A y U (ds 
ricos de Mitrogevo), El par G-C estate as ua inercción más fuere que e ar AT (en sl DONA) o el par SU 
(en sl RNA) Obsérvese que siempre se loma un ertco de Párgeno erre os os domos de N sucears, mtrs 
velos estantes se Jorman entren grupo amino exocisco y un grupo cartonáo 

San tambén poses tos aparcamientos eto asas, denominados ds po Hocgateo”. que aparecen menos 
recuentemant y no Toman paris el 2.DNA. Por aempo, el ANA (39. 73) en as Ingles héicos de DIA o IVA 
(paa, 60)y an Ineracción cadon-aicadó (bg, 290) 


5.2.1.1 - Consecuencias de la complementariedad 

Gracia a la complomentanecad desert, dos cadenas polnucctiias sa pueden asocar siempre y cuando 
odas sue bases sean Complementanas. Este apareamiento somplao de as dos cadenas da luar 1 un ado nui 
de doble ht o dohle cadena, astucia habtual del DNA. Esto quiro decir que sienpro que en un DIVA pta A 
6,Co Y enuna cadena, se encontrarán Y. G y A respecivamento. o lata. 

Ex income destacar que la complementaria ento las dos otras dl DNA os fundamenta para u page! 
omo portador dela ntmación gonica Por un ado. ponme se toduce la posiblcad de que ls bases o modfigu 
uimcamene Por to porqe se lc a comección e matatones yde eres praducións durante a sepicación al 
NA Finament, porque 1 oración es en cieno modo dupicada, aunque ls secuencias de ambas Petras son 
rates sr 500 34) 

Además, la existence de la complementaredad oxpla las regias de Chargaf! (pág 3). y Jstca dos 
«arateríicas astucturles mpertaris, la hlciad y l artparaeisme, quese estuin más adelani, 
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Mesració, medie un ejemplo hipicos rl compoicó del DNA humano, de 
mola doble hebra del DNA permite explicar stgo de Chez 


Toronicin deb 


glass Caral 
escena. 


Relación an 
tu nues: 
Fee 

E 


AO puras Rain erre pumas 
CAT apli pa 

puras peras | 13 

Coto lación ene 
GT» obesos ms 


EA ET y E 90, Tanpoca e Copa Is regia es ln dc rico de Cade enla 
ÍDo).RNA y DNA Maso! dond A RU, AT Y CAO: 


5.2.2 Efecto del pH sobre el apareamiento de bases 


Los camblos de pH, al afectara a nización de os grupos funcionales de as hasesnitoganadas y al euitao de 
tatómesos, modas as postliades de amacin de esca de hórgen y, po lanos paramento de bases. 


da 

S 
UN 
es Qu A 
A, 


Ted Been STATS y OE 0 dada] 


Como consecuencia, a vebres de pH inferoros  suprors al fcgca el menor número de arcas de 
udrágeno. posibles provoca la, separación de las htras componentes del DNA. fenómeno denominado 
esratualzacn (pág, 188) No debe confundirse est elec on la ircisis ácida o aleana, bap condiciones más 
remos, delas cadonas d dc melic pág, 35 


MODELO DE WATSON Y CRICK: FORMA B DEL.ONA. 43 


5.22 Geometria de los pares de bases 

A pasar de a dul de vsualzar la guomelria de un ar de bases en ausencia de un model cecano ala 
rica (modelo rewmensiena, sua maleta o intrmátco) sa desc a continuación de a fama más al posible 

La forracón de un enc de hrégono require que ls es átomos nplcagos (dos olecronegatvos y un) se 
tien sobre una Inoa rata, Esta conación sólo £s puede cumpli cuando os do, anta Negiensidcos de los 
Fuciosidos complementarios forman in ángulo, ner a 30" con la nea imaginar que un los Cde ambas 
entosas, Esta geomotria del par de bases determina a dsposicón espacial sata de las dos pas an el NA 
(rasca) y us a causa 2 nv moecua de la presenci de surcos menor Y mayor en su stucura Wdmensona: 
Ambos nepacon sa anatzan en tato más adetrt págs. 8 y 48) 


representación bidimensional modelos tridimensionales de par de nucleúuidos 
el par de anos (nose mesa 


> AA 
ir ira 


¡Una vez estaeióos los enlaces de Hóégono millo, ls distancias ont los átomos que los arman son 
prácticamente iguales para todos los Casoe.Iualmomte 31 pararse Siempro ¿na puma con una pirmidna, la 
Esparscón anve las penipeas da amise hebras lambán se mentans consunte 500 de asta mantra (arc 
constante ere las abras. dspendentamente desu secuencia) es posible asociación connua de ts dos caderas 
para ormaruna moléca de DNA debio 
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5.2.3 — Antiparalelismo de las dos hebras 

Ya se ha inócado que «l apareamiento completo ene las cos habras exige que sus secuencias sean 
complemontanas. Debo añadirse ahora que estucuramena asta lo se puede consegul 3 ambas hebras se 
¿legenon on sentidos opuesos una avanza de 5 a 3. a ora deba hacerlo ds 3 2. Se ds que las hebras tenen 
polaridad opuesta, que son améparallas. El concep de amiparaeismo va, pues, estrechamente ligado al de 
complemortatadad 


coo e 


5.24 — Diferencias en la secuencia de ambas hebras 

ete destacar quelo dos hebra de un DNA, complementarias y antparaela. poseen secuencias calmante 
trote, como 20 ¿uede ver en el Utimo slemplo mostrado. Es dect, san hebras no Idéntcas, Esto hecho, 
Scarontemente ingl aso que » menudo pass inadvertido, es de gan trascendencia, en soneto, an al rocas 
anserpcón. la molécula de RIA quese smstza os completamente ereto según cuál de las dos hebras ol DIA so 

En ocasiones ss utza el término habras oquimdasreréndose a aquetas regiones del DNA ens que una de 
as tras conteno gal proporción de puts y pliss Como consecuencia a hebra complementan estaré 
ela 


— HBRAADE AUGE 
18 ora "equlitradas bras "no equilibradas”. 


NO is Oi 50% HALO TO ha 


SN Ot = TO = SO Ga O hp 
AN Os = Hs AO HA Oh 


Pi TO TO TO 
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En prepa. la axistenc de hobras oquítradas no se refer regiones localizadas de na meca de DNA, 
Existe, en smbsrgo, un serlo singular a el DNA miocandnal humano! caniarada en u conato (165), sus dos 
otras son dasequitrada, pes unas más rca on puras que la a (56 y 44%. mspucivamento), Ala primera so 
la fama abusimante "hebra posa" (o hebra" del ngló haa rocuórdosa l mayor tamaño del nl purinico) y 
la ora, obra ura" (o 1 0 (ge) 


5.2.5 Helicidad y carácter dextrógiro 


Las resrccionesmsárias impuestas por la gaceta de los pares de bases que Incluye los nlacs entr bas, 
pertosa y ostato, 39,43) nacen qu el aparcamiento complet de ados nebras 500 se pueda xtalecer sos pares 
do bases suceaos von gando unos con tspeco cos (concretamente, 34.5 enel E-DNA) Como consecuencia de 
la acumcin de esto gros, a tras de DA adoptan na disposición col! o dec. ca hebra descre una 
élico) y a caena de doo hata es una “dobla hélice 


23 PE 


Sa 3) 5) di ' 


En e caso dela loma B del DINA abas htras se envn ardor de un yo común, lovatudinal,ormando 
una dable hélice dextrogls. La ciservacón de modelos moleculares Irémensicnales porrie una mejo compren 
de est crac helcda, 


eS Ama OS 
aer mm. 

E ; 8 

dime 

o 

SD emtracianin o Dr sal 
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5.26 Parámetros cuantitativos de la doble hélice 


dle dea bé 
PEIEAZN 


Das periodicidad 


stació decada pr org dele longidina: 


amor 5 


amo 
Roa) 


eps 
a 


NAAA A 


E ea 


SES 
parda such amp 
com a ur ds 
AAN 


snciión dlrs 
e MA or, 
E pomendilreea 
E 


1 
je dee tie pu rl queme 


eso: 


A pamir dl to de separación ens cada dos pares de bases (0:34 nn), se puede calcular el número 
toral de pas debas de una rolécul de B-DINA de cualquier longitud (po ejemplo, un met: 


Lin / 034 mov = 100 nm / 034 7mvpb =2,94 Up = 3,000 millones de pb (Mb) 


Vicens a pair el número de pares de bucs de un DNA (pe, 5880 Mb) eecuttemento 
amado su logia e pares de Puev”,s puede calcula la omita (dimensiones) el olécula 


5880 Mb 580-109, 10* po 
538-107 pb-034mmpo 2 lO no =2: 10 um=2-10'mm=2m 


Y ota 0% pi El de po = 1 Mp, ets suele usar Mb y o Mb) 
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5.27. Carácter anfipático y estabilidad de la doble hálico 


52.74 Situación de los fosfatos y carácter hidrofilico 
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5.2.7.2. Coplanariedad, apilamiento de las bases y carácter hidrofóbico 


imbas cadenas se ercuentan dngidas hac 
al etnia de la debo Palco, superpuestas, 
formando un aplamiento mir a un montón 
de montas. Como, comecsenca de la 
roma y parelemo do los anos 
Gromátcos, 6 orgnan ene alos fueras de 
Fnterconse 00 anéamento (arcas 
aristas) De esta foma, el menor de a 
doble he, atemente” drotic,” ques 
Sado del medio” acuoso (nro) 
Cortituyendo al estbllzacón dea moiéce 
y a 1 prstccón de la inermación gens 
(pues ésta la conste la secuencia de 
Estas nteaccones son mayortanamante 
¡nespacicas (ss dect, son ndependintos del 
po de base implicada),  dfotencia de los 
enlaces de arena ento ts 
complementañas, muy espacios, Aunque la 
Antares acción omo dos pares de ases 
Esivcimente no us muy fu, ete 104 
Bacon por vue de há, la contribución total 
la tadas dea mora es muy leva, 


5.28 Superficie de la molécula: surcos en el DNA 
¡Como se ha observado, la guomata elos ares d bases (pág. 42 y el amiparaelmo de a hbras (pd9-43) 
rcesanos paa la Jormacón de os puentes de harogeno, hacen que ls C-1 d os azúcares delos dos nuts 
o mplementaros no sa dscorgan Siméticomente Con respec 2 las bases y, por alo, que las esqueletos 
eccribesa letal de as dos Cadenas no ta alien an puntos diametralmente opusdos dela ab hélice. Como 
Csmuecuenci, 3 odo llo de la structure en dobla há s aman dos surco, ino mayor ( hendidura profunda) y 
vo monos (o hendidura pequeña), que van grando deforma Pecos, ua! quelo dos esqueeos. Los sus 
Fspocalmento mayor dean espa suoent para que moléculas exemas puedan conacar con as bases st es 
«e lindamento de la ineraccón del DNA con Mumergaas prtonas capacos de reconoces secuencias de bases 
(pag.60), con tuncnes tn Imporantes como la tegulacón de la expresión génica [or ojenol, lactores de 
Fanscrpción) En ciao modo, es como s ls otenas leyera” secuencia ravos e os grupos funcionales de ls 
basas que “asoman dentro del src mayor del DNA. 
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529  Signicadobiolágico ldoneidad para la replicación 
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Variaciones en la estructura del DNA 


51 Variantes en doble habra: formas Ay 2... s 
511. Forma AGRIDNA an comparación con a ama E 
612 roma ZdblDNA encomparocn con a rmas By A 5 

62. Variantes locales de la estructura secundaria del E-DNA. ES 
521 Cumetra del dobla ls E 
522 Palacromos sr 

MELO Cone y cami Ss 
6222. Repetcones de secuencia ES 
6223. Paltmos on moleculas de habra sencia. 5 

5224 Coraecuencas estructurales de os palndronos E 

a) En cidos muloos de habra sencila. 5 

1) En DNA de dobla ete. so 

6225. Furinaidas delos paindomos 5 

523 MONA vete os E 

53 Motvos estructurales responsables dela unión del DNA con proteinas. = so 

637.” Desengcin de los mens osvuctualos más ecuents. El 
6311. Notwohéice guondice o hélcoweha étco El 
8332. Nota hitca duce sales El 
9313 Noto romvocomo. ES 
831. Not dedo deme E 
8315. Noto cromálera de loci ss 


le DIA ro 5 una estructura sta, sn lio y nómica. Gracias a capocitad de rotación 
aces de os nuicéldos, DIA puede adoptar y vvo diversas formas. istnas d forma 8 de 
"issony Crick So estudia on at lora: 
+ Aquélas que, manteniendo a oscura helcodal de dobi bra. resenan una contomacin seran: amas A 
yz 
+ Las varacros coformaconaes de cartas focal en too 21 estructura 
* Laiateraccón o pinos especias dl DA con estrcura caracas de algunas polis. 

En general, estos bws Ipos de varacones estuctuales tenen relecón can funcones imponentes en el 
metabolemo del DNA, Intrúiedo, por ejemplo, en el na y la regulación de los rocnsgs de epicación 
recombinación vansenpcón, ele D a el ineros de su estoi Eon, como lama independente. para amglar ls 
“stuctura secundan y sena ls osas de das funciones, qua serán oye estudio en lamas pones 
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6.1 VARIANTES EN DOBLE HEBRA: FORMAS A Y Z 


El al por itacció de rayos X a resolución lémica revela existencia de dos nuevas lomas estructurales 
> contomaciones, ferias la E-DNA Wacicional, 6 las que so mantenen las coractorisicas básicas de ste 
[eamplemenañedad, amiparselsro, aldad, te) por presentan as orencias 


Comparación entre los trs tipos estructurales básicos del DNA on doble habra: 


TIPO DE HÉLICE 
A idestidratada) E (Walso0.Cr)— Z (Rich Dieron) 
Sendo de o dela pales Dexrogio Destrogio evógro 
Forma y tamano Ta més ancha y 'nemedta Ta más neracñay 
En iaa 
Dmeo dela pea TEME 2IMTA —ILAAA 
Distancia ere poes 19) O2TmaSA OMAN EIN 
Pares de bases por wueta (al * E a 
Rotación por cada base (3609)? RT En 30 
Longlud vuela de nálcs (ma) ZSTAMI2SaA)— ABIOMESAA) —— ABOIMIASSN 
Incinación el piro de os e 72 (cas perpendicular al 
pares debamos + igmircinacón) > “alejedeta pelea) (eraincinacón) 
Sres mayor o grande Estrecho, proundo Ancho, profundidad media Plano, sin profundidad 
Surco menor o pequeño Amplio, no profundo — Estrecho, proundóas — Estrecho, proundo 
mea 
ENE En An ENYA 


etc or apar bus q span ar Str (e ere. so) 
3 sra evt pcs, ua ago dl, Eden pa a az as d la". 
2 panas proprio lea tc 


6.11 — Forma A del DNA, en comparación con la forma B 
La reducción de 1a humeda reaiva por dojo del 75% (por ejemplo, en asclucones muy concentradas, es 
deca, desdratados) ca que 1 B.DNA led ranstomarse, como ejemplo de la hxiadad de a mol. a ra 
contomacón denominada WONA, Aunque eta forma no so ha encontrado bajo condones Iso 
de tren por srl que adopta el FINA cuando poses egionas de dota atra, as como la de os ibid DIA-RINA. 
Estucturmente, el ADNA es smiar a la loma 8: os ualmente una dote hise cextrógia, con hebras 
«omplerentaras y aras unidas por ricos de hire. Sn embargo, dere en sus demensnas: a ico A 
más ancha (mayor dámetro), más corta ara un uso número de cidos (menor distancia ante pares de 
sans) y tene mayor númaro de bases por vuela, Como consecuencia, son menores la rolacdn por cada base y el 
paso de nálce, Adsmás, as bases no 50 dsponen cas perpendculimenta al je de la hálce, ano claramente 
Frcinadas.y se sian más separadas del ej de la lc. La poro dela moleculas latin dorent; el surco 
mayor ss más estecro queen la forma 8 y muy profundo, mientas que el surco menor casino e aprecia por ser 
reo y poco profundo, Mertras que la foma 1 puedo acotar an 3u surco menor una columna de moléculas de 
uo, el suo Supartcialde la ama Ano lec espaco sufcente; eta dierencia explica, al manos on par, po qué 
de esaación Iacrece lama A. 


VARIANTES EN DOBLE HEBRA: FORMAS A Y 2 s 


Yara mostrar las diferencias estructural se puede emplear modelo de “cintas”, 
“onde el esqueleto se representa por una cinta, de a cual e destacan ls anillos 
entagomales de desosimbosa, sus átomos se oxigeno esferas) los grupos fosfato 
"varils que sobresale), Cada muletrdo est representado en un color dierento 
La secuencia en ambos casos ce la misma: 15) GOGTATACGC (1) 

(3) CCCATATACO (5 


A-DNA, B-DNA 


Este mismo modelo (ist desde su pue superior) permite ilustrar que la hélice A-es más 
abiena, con mayor diámetro y una disposición de la bases más alejada del eje de la hee: 


- - - - 


eje de la hélice 


Una visión complementaria al anterior, la vez que más cercana la ralidad, 
«esla del modelo espacial compacto. 
Las huses están coloreadas en rosa y el esqueleto de penosas y fosfatos en verde 


ACDNA BONA 


Instancia pora Streie dsposción e os pares de bases, detida cocretamente auna distinta conformación dela 
oscnimibosa. En el ADA, al C3 sobresale del pino lornacdo por os av0s cinto Cartonoa dela Boturanosa 
(ES ando) mientras que en sl LONA es C2 el queno s oplaar (conformación C2-endo) 


YA pe 


confirmación emo conformación CZ endo 
[ADNA) (DNA) 


Esta sn conformación del nilo de rvos hace que an el A-DÑA los dos grupos fostlo conseculvos estén 
ás sonas a. que xl que lus ore Un tus suenos gen, Acoando a cana 
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6.1.2. FormaZ del DNA, en comparación con las formas B y A 
dic dl esomucótto CSCGCO, ten corcteraicas Canis » las lomas E y A. eto als, domo muy 


la htc Z e la más estrecha 181 nm e det), la más larga (mayor Gian: 

mayor número de paras de bases por vuela (2) e cual supone una menor 
5 3 emplee un vasta de htc (45 nm) Es, e resumen, una lic muy estrada. En Es super 
surco, protundo [corespondient a a posi del so mener on A- y B-DNA) 


Modelos espaciales compactos: 


[Eo] Ey] ZONA 


¿oben lamsión uns ditinta conformación on sto caso aledodor del oraco Pel 
ZONA sólo la hacen a pirminas las puras lenden a fuer sobre Y Momación si), Poe 
secuencias de puras y ilmidnas alemantes (or ejemplo, CECGCGCO) picas dl ZONA se favor 
: de ambas contomacones (6) yan (E, oblgardo 3 quelo szocar follo a plgars en 29.28 pa 
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¿nun Z-DNA 


La dispostión en ig784 el esqueleto del farma 7 dl DINA se aprecia de forma óptima e eto 
moco de varillas, dende los grup fsíao se han unido con una lines vende hipotética. Se muestra, 
"fetos comparaivos, cómo) B-DNA no presenta esta ordenación, sino que su esqueleto describe 

"na hchce comun. Obsevese que el Z¿DNA es el nico con hélice en sensiolevogiro. 


[ZONA 


E-DNA, 


Ei 


aer De 


6.2 VARIANTES LOCALES DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DEL B-DNA 


Los estogos de diraccón de rayos X también revlaron a asisianca de variaciones an a conformación en 
“deurminadas secuencias del S-ONA. Aunque dentro de ese apartado tantn podra cli sl suprenrolamiento 
“AIDA. se apre describir esa aspai como una stuea de orden superar de os decos nucleos, dada su 


implicación anta organización del cromosoma. 
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6.2.1 — Curvatura de la doble hélice 


A pesar da raguadad sl mogeo d Watson y Cn, esse poquetas derencas locals en a stuctura de 
los DNAS dependiendo d os nuciestidos intarantes. Por jempl, on dolermiadas ocuoncia los pares de basas no 
son exactamente copamares, lo que pundo Ccaslrar Una Gesvacn del jo dela doo Nélco, En los casos 
Frecunes. ln curar no e ra par una secuencia paris de uceóidos o que es foenda por la unión de 
vna proteina 1 cadena de DNA (como. por ejempa, a mostrado an pág, 51) 


6:22 Palíndromos 


6.221 Concepto y características 


Se danoria secuencias palndrómicas, o simplemente palas, aquelas segnes de un DNA aya 

cuencia e ta misma en ambas etras Són bastante comuner, y ene un Sgnicao aspecal por varas raznos 
(a) ses lugares na de los enanas de resccón (herramientas axparinantalos para oscind cidos nueces na 
Iecrcogía del DNA recombinante), (9) actuar como canos tepuidors de la sspracón génica () dar lugar 2 
stucnzas secunderas pecuiaes an DIA y RA le 


úGramatcaímante, un palndramo (del geo pal = de nuvo, domos = cansra) es tod pata o fraso que se 
deere Iual de quirda a derecha y de derecha a iquird, Por ejemplo: RADAR, ANILINA. DABALE ARROZ A LA 
ZORRA EL ABAD. En los palnaromas hay un coto de smatia (a a vez ep Y plano de aime), que esla Jero 
ctrl la posicón ento sosa contes, 

Sin embar, la entensión de esto rmino compo dela Boogía Molecular no es directas as que una región 
de DIA as parómica cuado la secuencia de una hebra, esca e lea a derscna es gun que la de la ora 
iebra lid de dera a imuserda. Por Lai, los paramos se observen en as dos cadenas counamente, y no en 
na sia, Por ejemplo, la secuencia TTAGCAC CACGATT Sea un palndomo gramatical pero no es una secuencia 
polnarómic, Teniendo en cuenta que, según e convento de ecitura delos ONAS. ambas heras se detener de 5 2 


E se conduye que las dos hebras de Un palndromo tenen la misma secuencia. sta puede consideras una 
dstrción de palomo 


oi pei ein DA de bl letra 
Mea 1 ki de igieda a dra ($ F31) 
cba 2. leida de dsc a inquierda (5/3) 


IE III 
Ealriejelr 


(Como una ntnsin del onespto de pando, s laman palíndromos interumpidos aquéos en ls cues 
una pequeña secuencia separa as dos mides del plomo y actúa, pr lanto, LOmO to de Simerano puntual 
(emkgar del space ante dos ncltdos de un paloma esti) En cuiquir caxo, tod palvatono esta lormado 
pordos maados" de secuenca ldéntca, separadas por un ceno de sia, puntuar ono puntal 


A 


aan 
eat: 


A cumpies tanto la someta propia de palindromo como la compementanzóad de as dos hebras resuta que tas 
ascucncias de una miema nebra que quedan a ambos lados del conto de aimara son complementarias entr a; a 
co por oo que ls secuencias palndrámicas son autocomplementaras 


El VARIACIONES EN LA ESTRUCTURA DEL DNA 


tata es uaocomplementra 


fs e ts in olmeca cl aaa] 
E Sacco co] 
poseo scoa a A  t t] 


62.22 — Repeticiones de secuencia 
En ocasiones s uliza como sinonimo, 


de paindiomo el lémro repetcones 
Ineridos, puesto ques a isen an sentidos 


(stemplo puro discontiao, comun cta de sienta d 4 


a o a = 
a e cs I AR 
o, ») 
a 
ei Mer E lle a q 
ON oy optó de ura secimndo ——— SICREMd OR  Secenon Amiadie 


(unas 10 patin), llda siempre on ol 
mismo santo, No 40 palíndiomos poque 
mo se sample el creo de Igualdad de 
ecvoncislidas en ant opuesto, hay 
eno de imei ocio que na se hata de 
modes". Esas repatceres tenen iterós 


parque ararcan Son encrma fcuenca E 
asoma [pág 109) tanto an pocos ra 
oniquas 0 adyacerios. (repalsones, 91 


lancen) como, separadas por un numero y je plano de inet 
as secuencias sn gals se ec nel mín sido 
ecu Irepeiión (=p Secuencia Do rpecin (e 
soma Y = Y 


ejemplo; seul por 4) 


plano im pra 
Las ocuenis sn een: 


A a a to 
A 
mues PE 

Sl iaclola 

e 


SAY SY pas 
hiena = Au 
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6.223 — Palíndromos en moléculas de hebra sencilla 

Para sl caso decos nucsios e htva encia la demiión de palnaromo no se puede apar esrctaman. 
¡Si embargo, dada la ración de complementandad arre a secuenca de un RNA yl de una de las Patas de DNA. 
que lo coda, las secuencas de RNA ds Petra secan cosífcado por un DNA palnimco on temtión 
Actecomplementaas y so consideras como pallnromos, Bajo ete cateo, cada uno delos os peas de un DNA 
FPelnarémico tambén es una socuenca painarómica de Fabra sona 


622.4 Consecuencias estructurales de los palindromos 


a) En ácidos nucleicos de hebra sencilla 
La exttencia de palos, por sar obra sencilla (DIVA u RNA) 

secuencias — autocomplemenaras, puede 

ieciar de foma importante a la estructura 

Secundana. As! as retrassenclas de DNA o 

RNA pueden planea ocastorsimerte soe 


mm ue oras os A FRA 


Forgua SV el convo de sita n es puntal ñ ñ 


Neri HN 


Cabrones normes) 2, era Rda 
Soma db ua an apra 7 
La fomación de heras posss gran z o A 


relevanca en la estuctra tromensional de 
gunos RAS El ejerelo más significativo lo es 
consltuyan os trazos de fos UNAS, rulos 

con estuiua de halo y bucto (pag 78) 

Jeemacos por secuencas palmárómicas. Por s 
o lado. este ip de plegamento en el RNA. 


contrbuye, en algunos casos, la terminación Pr 

de la tnscapcón. conceamente, en al 

mecanismo de lsminación Independent de 

Se rocas y os mecaos camera Doble hebra (so DIAJ 


En el caso e tras serias de DNA 
también pueden encontrarse Porqllas, por 


ori en el DNA desatado, que cars 


e propone su famación en Stuaconos 
paris, por ejemplo cant a sintesis en 
Iaboraoro del <ONA (DNA complementaro) 


A 
a a 
ao 8 : 


ció 


memo y re asl de cebada para 
Polmeraa pg. 208), 


b) En DNA de doble hebra 

En el coso de un DNA dobla, ls tras 
del pain pueden separarse y recio. 
de ova loma, generando estucos de debio 
horguña o cuetomes an foma de cra) 
Simllrmene a caso antenor ls palndiomo 
intemumeidos. forman cruceros con. dos 
pe 


6.2.2.5. Funcionalidad de los palindromos 


Los pallnatomos en DNA dópiex ctian como señale de reconocimiento alas qu sa unen nursrosas protínas 
regados, que poseen astuctas dimáricas que les permiten unrso de Joma simética 2 ambne mlades al 
anton (pág 61) 
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6.23 — H-DNA: triple hélice 
Se tata d ama ostucura poco habtal,lormada por 3 habras: una triple hélio, también lrmada pios o 
Iria. Sa descubro po pimera vez en un RINA, aunque os on ol DNA donde ss oncumia con más hecuanci. Se 
Jorman un regiones cas on pmánas (secuencia (CT) ) e Una hebra y cas an guias (sacuencia (AS) ) on la 
atra complementar En cndicanes nomales, chas Losencis se encuenras caimonteaparcadas sn alerción 
guna enla bie hélice, Sn embargo, pueda ocur que pare e a doble hélice se abra yla tra ca en C y T 
roplogue y so apareo con la cra hebra (AG), medirte una nueva casa de ecos de hidrogeno (concidos como 
ricas de Hocgutsn) en una ona dando ésta nn forma dobi Nice, Apaco asi una tipo hálo (CT) (AG Y 
(ET) on e segmento de DNA. La ra hebra senil (res en A y G), desaparcada, loma una especi de hue. 


Organización delas cadenas en l plano 


omla de aparcamiento de asc ue dr 
gara pl héleenclHEDNA CTA. El 
“ño aparcamientos entre Cosina puania y 
isis prosa: CG 
nl aso de RNA la interacción TAT 
Venda sumida por VAL, 


DS 


Esto po de etuciura ha desperado gan irés por su apicación en torapia de inició de 1 expresión 


génica, medani a min de un oigonucidtgo EAICO ala doble hlcs del DNA en la región promotora de un en, 
Formando una ple nélce que mps la oxprasn del gon 


MOTIVOS ESTRUCTURALES RESPONSABLES DE LA UNIÓN DEL DNA CON 
PROTEINAS 


¡Son numerosos los process Biológicos n os que 


unción del DNA depende desu itracciónaspocca con 


Vanoionos lec enla sucia trgmensionl el DNA, as como 9 l nerccin sec dela rsela con las 
soes. an necesidad de gue ss separen ls hub dela doble ético. En la mayor pai dels casos, los pumarctos 
Eomacios establecidos (de txo nto, Ibrlebico y enlaces de Tdrógeno) sunque Indriduamenta débiles. 50 
omibinan para dar una interacción especca y muy Jue arre DNA y prolína. 
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E reconocimiento se eje a aves de regones o elementos esbucturals. que son solo una pane de 1a 
estructura foca Comgleta de la solin, y que se pueden encotrar, on Una estructura espacial muy simi, en 
Frteinas dins, meriniendo an una misma unción en loas elas. 1 se cumplen estos equis, recon la 
esominsción ganánc da "motivos" eetuctrals prolecos (en ngls, mos), en xt caso molivos de unión a DNA 

La meracción tn lupar con el entero de la cota há, especalmente sobre el surco mayor, Como 
úcarataisica Imponant, un mao meo puede conca simutinaamerte con vanos puntos Soretes del DNA, 
Jorzando as en sta wa moSieacón conteemacinal que hace que secuencs lejanas puedan aproximarse, Dto 
canso conormacinal pus Induc cuso 1 separación par 6 as hebras (Sesraturalcacón Ica, co lo que se 
Varia foro el econo de tas pitenas. Ta es l caso, po somplo. dela RIVA olmerasa en el proceso de 


6.3.1 — Descripción de los motivos estructurales más frecuentes 


8.311 Motivo hélice-giro-hélice o hélice-vuelta-hélice 


Esta formado por dos segmentos papidcos en wnslce 
“minoacios. esti, que permi que ls dos hálcas o aros 
Feconceimieno) se encaja en el suo mayor dal DNA, de loma que 
Intecconan mediante puentes de hitogano con as bases rogenadas axuestas un ase suro, El dameto de la 
“hélca Vane la cimensión adeczada (12 rm) pora ent en el surco, Algunos amirodcidos,Suados en l cara 
puesta de a merma hálc, station interacciones con ars dela segunda ático, Hjando la posicón eltwa de 
ld 
caconceimento y lusda an a oxerr el DNA, 


o mella malos dd e asia la ira del DINA con un mois liso 
A iméricn EN ote cs, la prosa Compa ont motos YEN. SE mues solo story algunas hice 
mes ens l mera el esto e la mola pose muera, pcs po s placina con lan DNA, 


proteina comple toc 


1 motiso HTA == 
A] 2 migo HH 


hilo 
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Es Icieto que una prorina presente dos motvos HTM o Lien que se asocion dos molclas de proteina 
¿gustos (es dec, un dmaso) can ura on un metro HTA En ambos casos, a ds la de reconocimiento ura de 
Cad mono) sesion a una distancia mutua de uros 34 rn, o que conce con el paso de hole del B.ONA (354 
am) y. por tato, con dos posiciones consacilas de su surco mayor. Es dect, ambos motvos interaccionan 
Simátáneamente con VA, conijendo a eatlzar la ión de 1 priv. 

Los ojerlos mejo conccidos de proteinas con malos HT ación regulando la trmscrgción en bacterias y 
virus respecovamente. El primero, la prlsna receptora de AMP Ccico (CRE, tamtin amado CAP) s nde, por 
tant, con 2 motwos HTM. que cuando une CAMP aumenta su afinidad por secuencias especias del DÍA. 
desencadenando la expresión e ls genes del operó Iciss (este ue el primar bjomplo conocia de cont de la 
lranserpción) El sogundo ejemplo on a Agua) as la pcia Cro del lago lata, coda por un pon del veus y 
expresada on la Baciora anna, que neracona por su ¡rivo HT con el gen de la prateina tinca lamauda 
eres del ago 7. Doqueado como Consecuencias expresión (ransrpion del gan y sintesis del proteina) 


631.2. Motivo hélice-bucle-hélice 


Se abreia como HLA, dl Inpés hala hal No debe comuna con l antro, Consta tambén de dos 
segons en he, pero an seo caso el pá que ls ne es mbs ira, o que lo dla de mayor Textsidad y en 
Fonsecuenca, ay más postoades de crontacón mutua de las dos nálcos.Generamente,l gu que en HT os 
Fran HL se asco, mándcssprolsinas dmácas,sungue no lemprainerscconan an postionostonsecutvas 
aisoro mayor Un ejemplo de mono HL lan conocido sel dela prana Ma tn (on fig) 


Motivo hice cie his diménio y su iteración con el DNA. 
(Eres dela proteina o e muera 


6.3.1.3. Motivo homeodominio 


Se puede considera como una amplació del melo hásco gsi (AT) per adquiera entidad propia por 
aparecer repedamont, con Kdánica estructura, an sitas protunas. Además de la deposición de ds cos 
ruendas ica del HTA. exito un tramo en us álica, del que sale una reg sn estra secundaria dei 
ayos amoacidos mraccran drectamente con el DÑA. Este motwo [en ns, honeodoman) es mporiart por 
parece n las proteinas que regulan el desasolo embrionario, estudiadas expocahmente an Orosco 
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cin NA 


6.314 — Motivo dedo de zinc 


Sn ha encontrado ese too de mabvn estuctural en ingós, zinc gor caritas que 
se unen DNA, ente alas sl Incio oe transcrpcón TFINA y 8 receto da estrogenos, A Gual qu en ls estruc 

nlzones, as acute que Una misma plena posea mos e un Moto, an ata aso, 1 observan nommasmenta 
irúnpies dedos de 2nc consecalos. Ese os un elemento estucua formado por unos 30 aminoacidos, de os cuales 
Zstanas y  haiónas apaecon en posiciones constnis, coordinando teraecrcamente un lan 21 Esta unión 
<biga 8 un plegomieto do la Cadena pepidca, de loma que el malvo se Caraza por una coniomacn 
Fidmansonal alargada, en foma de “dedo” que le da nombre. La vaname más Fecuemo muestra dos hojas $ 
artosraelas cada uno con Un residuo Cy seguidas de un g10 y e una estra uhelcodal con ls dos Ma Eso 
mo se darcmina CN abravisturas de una str para ls aminododos que unan el 21") y secu consanso 


Cy Cy eX y PheX Les ioX MiX 
TR 


donde los subinacos represanan el número de residuos (aminoscdos vanabls, ) que separa os aminoscios 
consenso (Conatris) Esta secuencias aOqieren espontáneamente gracias al 21 la onlormación apropia para 
un el segmento hlcoidalinoraccone con ves bases expuestas en l surco mayor del DNA. Los retos vanabls 
Forme quese reconozcan stas secuanas del OMA. 


Ec co hoj, llo 
amen 


E 


En tas casos a seva ns variante de dedo de nc lama E, donde en metalico coo con cuatro 
Cy en secuencia consenso 

A E a 
que na foma bajas |, no dos segmentos an ¡ohélco. Esta estuciun apasce, por mjempl, en los recaporas de 
Pormenss astra 
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6.3.1.5 — Motivo cromallora de leucina 

Se rat de una egin de la prtsna cuya ascuencia ens un residuo de lucins cada 7 aminoácidos. Al adoptar 
la conlormación tec se concentran sn un lado os aminoacidos idiisics, det mansra que Law e apo 
la mísma cara ada dos vubtas de Me (2 velas de 34 rezduos = 7 aminoacidos) Dos cadenas peptíics de est 
po pueden asociarse idrlicamente, ntucalndo sus setos de Lau como as trmtara de ls dentes de una 
remalera (en ingós, lucios zp), En l lo extremo del molvo las dos uécas encajan en l surco major 
¿el DMA y presentan n la Cara exeno abundantes aminodcdos básicos que interaccoran Evortlemente con los 
tostlos. De alguna manera. este modelo se asemeja uno Y. un la que el o corespondena a la Gamalera 
de loucina y los razos los tramos de as hálces que cortctan con l DNA. Estuciuras de ste to aparecan, por 
orto, o as prollnas reguladoras de a transcripción lamadas 621 


Motivo cremallera de feucina y su interacción con el DNA. 


Tema7 


Estructuras de orden superior 
de DNA y RNA 


TA Superencolamiento del DNA .. 5 
TA Superevolamiento dl DNA en procariotas (y mecenas y coropiais de sucias) es 
234 Contomacan tejado E 

7112. Contomaconessuparamolada, E 

7113. Demostración expermerta del supererolamento El 

112 Aspecisteorcos del upererclarmento se 
12. Estroctura delos RAS. se 
FEV Composición de Latas y estuciuas primar y secundaria del RNA... E 


722. Estrena wimensiona delo RAS an general 70 
723. Those RNA propledados y atrucras parteras 7o 
7233. RNA mensajero (PANA) ” 
7232 RNA do ranetrecia (RNA) ” 

a) Especias de os IRNAS por os amnobcidos n 

E) Presorc de nuca ntrecuents. Ta 

€) Agarearianto de bases invacalenao m 

<) Estuctura secundana en rvol 7 

+) Estructura terna en 75 

1233 RNA ttocómico (RNA) 16 

124 Rboamas funcón calla de alguros RAS 70 
1244 Acción caca enla maduración de A mr 
1242 Accón aocalalia an la minación de Inrones. m 
1243. Arcón calaica y adocatolNica en vides. tocas de posi aplcción tepic. 78 

7234. Mec cala tanspepicas ana nta de proteinas 7a 

13 Lorribosomas a a 
734 ecatzacin car o 
732. Caratersicas dentales delos rbosomas procandtcos y eucarlcos 50 
7321 Oran 50 
1322 Composición E 
1323. Estuctua El 

733. Soparactn delos osomas subunidades y componentes El 


Los cidos nucleicos ns e excuenran en as có en as ormas extendidas comsspondents asu estructura 
primaria y secundaria, sn molcusmente nás compaciaos, lo que hemos denominado (32 ler estructural e 
Crcien supero Enel coso de DIA, par de sta compactación 0 Eondbnsacin vena rurezertada pol denominado 
=ipereolamiento,  etoremiento e a cadera sobre ei mama, mantas que par el RNA so pssma en estructuras 
"iimonsonale varias. En ambos casos, 1 condensación sa completa por la asociación oscha con potinas que 
inducen el plegamiato de la doble álco del DNA o dela cad Wresl de algunos RNAS (pa, e RIVA rbosóraco, 
ag 79) La coneucin de eta mocacón con proteinas posos uno ena especia e el caso del DNA nuca 
canal (lam 5) 
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7.1 SUPERENROLLAMIENTO DEL DNA. 


E superenrotaminto, core pare dela condensación del DNA en general, posee especial signado para 
úertondar la organización del coosoma. En concrsta correu a expicas cómo un DNA de an gran magnid puede 
Alojarse an lion de la cólla (pronta) del nui [eucarcas, de dnensiones muy inerores ala Jngivo 
Aodrica de DNA an ebla ho, Por ejemplo 


E Fosas — [enga ento de BONA | merino nas que se eompaca | 
Ecol AZAR T > 18mm=1800 Zum cla 

ada ono Fumero 150 20 10 17-35 

Genoma humano dele | 55 10798 Zam soil) 


Se artando por superenrolamiento enrollo que ya 
st volado) del DNA al reocamito 9 a sca mima de 

la dobla hola (que ya va Ímpli a nrollamiento mul de 

os otras), de lema que e ej de a able hálco no gue una cn, 

línea recta, sino otra hélice (una "supertáfico”), Su causa, como EE 

se verá 2 coninacón, 0s la nocucción de Una lensón 

etc en la propia mottca. Aparecs de algún mado un 


logos los DIAS celulaes (ya envolacos) y se encuenta 
estrechamente regulado. "vo por la acción de la 
Fopoisomarasas (a, 151). En resumen, ados habras del DÑA ute un enlaminto, mens que l doble él 
Sr un superenrolamiento 

Un jomplo inuivo del canapto de suporaralamiento es al cordón del tóono, que de por si presenta un 
enrolamiontoholencal y, con e so cotino, termina por adoptar un orotamiero adicional (xr ratrcido). Este 


quese genera una ensión que sa bra mesure lomación e sporerallmentos. 


7.14. Superenrollamiento del DNA en procariotas (y mitocondrias y cloroplastos 
de eucariotas) 

Aunque afecta lato procariotas coma a sucarotas, el superenrolamiento as más conocio y de comprensión 
más senclla an os primers, poro que sl se abordará a coninuacón. Estas considoracions son uaimenta válidas 
Para el DIA de psmicos precarios y el de comesemas mioconalos y Coropistcas de guariotas En odos 
os casos, molécula de DNA muestra una etucua cul crada (¿na doble hélco con us estemos Unidos 
ir en que es Sc apecar ls lonómenos e uporenolaminto. 


7.111. Conformación relajada 

La contormacón adoptada porel DNA en e orma (aros. 10.5 puta) corresponde aun ptado stable, de 
minima orgia, ue se considera mo superenrolado 0 rajado, cuando el eje de a doble hálce se puede disponer 
Coniatamonte sobr un pavo 
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7.142. Conformaciones superonrolladas 


Entascóllas, el DNA generamente o se acuoitaan 1 ontomacón reja, sino en un atado no relajado, 
“uperenllado y más compacto, Esto e produc por loposomeraras que. medante el cone tasar de una o 
rs hebras, euducen an aumento una munición en l umoro de vueñas de hee (pág, 181) En mos casos. 
Se produce una tesin ostructura, deba a un plegamieto local e las hebras y una posición rat de los 
Fucldidos dfernte de su peometía energlicamento más estate, a dl B:DNA. Esa tensión se convaresta an a 
Iolcaáa mesmo a fomación de un superervolamierto la cadena enlra e DIVA ua soe l misma de foma que 
los ases puedan inner de nuevo del modo más proximo a conormacin 8-0 

En prior lugar, se reduce el número de vastas de hálce la ensón su era formando una superlco aa 
ue lo asia un aos negativa de sperenalamento, 


Sa por el contrario, se aumenta l número de vuetas de hice, la Aerión e Ibera por lomación de una 
supere de sento puesto, con un suparoralaento pasivo. 
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7.1.1.3. Demostración experimental del superenrollamiento 

De estas dos poslbidados. el DNA se encua nomalmente on las cólas an un ostado de 
“superenrolamiento negativa, La primera evcenca experimental quo hovó a proponer la pese 0 
“uporenrlamiento de ls cadonas se obtuvo gracas ala apcacn de la tica de uracentiugaciónisopíeica 
basa en el equ de sedimentación en un gracint de densidad de clau de csi, pág 197) 

Se observó que ol DNA de pofoma, un paquoño ius que causa cáncer artos, se separaba an rs bandas on 
+ radento Lo bs hacciones, un embarno, enn a misma masa moleauor poro que la toreni deba eta 
su orma o estructura. Se pudo comprobar qué la molaclas menos densas aa ness, mientas que ls demás san 


“cares, So vas la Nipétess del superensolamiento se pudo aspicar la dierenc env esas dos facciones más 
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7.12. Aspectos teóricos del superenrollamiento 

El ano de la Topología (rama ds las Matemátcas que estuca las propiedades de posién relata 0 las 
paros de un ceo, popldades que no cambian l sr somendo a desomación) ha permi acta a estructura dl 
NA superanroldo, El sigo y magnitud del euprenrolamianto so asignan con ase en cho estudio topoégico dl 
ua ndo ss Comenta mul poca más lomera 


vale dps de al ps po do e cd cn era ondo de cami 


S9099 


¡Se def el índice o número de enlace topolágico (Lo LA. King numbor) como el número de cos que las 
os habras se cruzan nta sl más ospocicamant, ol número de vecas que una habra cruza e plano delo por la 
tra como ani o cura corada), Sole aga valo posto cuando ls habras se cruzan haci la derecha. 

Sa habla de ente topológio porque cuando L=0 las dos hatvas estn Isicamene igadas (es deci no se 
pueden separar), pesar de que no hay oiacs covilertas ani ea. Solo so odian separar (L=0)romplende sin 
nico coment es ect cortando una habra) Lo mismo os apleaio para cuxiuler cando del valor L. Por la mama 
racón. la dlommacón,pepamiero, ee, de as habra sn crañas, no atra el número de nico ni número de 
cperevolamento 

Para ocaso del DIVA. a contomación reja posee por tant, un número de nice qual al numero de vetas. 
de na, sempre posto puesto quel doble ños dl DNA es dxtrgta. Com ya se ha estudiado, ls auaciones 
de superenolarnnto surgen de cambios sn el numara de ets de lc, es dec an el mero de ena £- 

Para dicera y cuanica los estados supererolados sa rafa su valor de Ll del estado relajado, defiendo 
un nuevo valo numérico de superenolamiento como la lerenci (1) nr el nimara de nice de una conformación 
corcel del DNA y el número de arica de su forma rolajada, Esto valo do suporenctamient puedo sicamento, sar 
posto negativo 
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7.2 ESTRUCTURA DE LOS RNAs 


Como ya s ha Indicado (09,33) 1os RIVAS on porboucidos (polucianos on osa, y U an lugar de 
T) formados por cadenas Ineaes de hebra seno, e varias decenas o mares de unidades pro de longitud muy 
inlnor tas a DNA. No so presentan onto caderas dcbis e hebras complementaras 


7.2. Composición de bases y estructuras primaria y secundaria del RNA 


La sstrctura gúmara de los RIAS ha sido estudiada atorormente (ler 4), En cuanto la pecundari. 
cartes la cusenca de una esuciurarepetiva y ban detida, a óferencia dol DNA, raimanio lo sto 
Estuctra secundar en pare dea molécula d RAS y RNAS 

A no exit un apareamiento sisiemátco de dos hebras, la componcón de uses n cs NAS 63 mucho más 
variado que on l DNA Y no e suena reglas de Chargaf pág. 38) Por oo lado, an muros As ay coto 
Abundan de ucmótids datos de ne estro popa A, GC YU) munque en poporcón baja con respato la 


Compaición de hase de varas HNAS (6) 


“Organismo [Tipo de EYA. A ra (a aaa | 
Rata [muce m2] 237 | m3 | me | 
(igado) — [moco ma | om | ma | ams 
rosario ano | dos | 316 | dos 
(dcwansterercia | 309 | 309 | 265 | 204 
mena ps | ms | 7 | ms 
Toradurs | rbosomaeo ay |] ny o E 
Gexamterencia | 165 | 292 | 294 | 200 
mensajero ms | m1 m3 | ms 
O ETS =s | = 
¡eirsteencia | 103 EN 6 
mena El E as 


“Obsercss cómo, a dieencade lo que ocune con el DNA, 
<a composición de asc vrla ent de um mina copio (scgn el RNA considerado! 
am exale una agulvalencia oe bass (Asi CsC. armas pim) 


Algunos RAS adoptan estructura secundar an pequeñas regones de su molécula, gracias al legamieto e su 
única hebra scbre si mina, sempre que óte parra el apareamiento nvacatenano de dos oras ayas secuenias 
sean complementanas, a posa de star separadas an a estucua pamara, so forma auna doble há local de 
caracte anipaseo, Da manara simlar se Toman tambn dobles hélices ente una mole d RIVA y una hebra 
sencta de DNA bricos RNA-DNA) 

En estos casos. il gyupo 2-0H de la rbsa adopta la confomaciónC2-endo presenta mpesmetos estricos 
«con tros átomos de la cadena de RINA, o que mpid qua sn formo a dobl hálco (que sei de po B) En conrao, el 
20M estara muy cura delos lomos del grupo fosa coniguo y del CA dela base adyacent. En canto, na 
conlormación C3 ando el gngo 2.0H sa proyecia hacia ura, tos de obs Blomos dal esque y no aparece 
inpedimantoasérco siguno, polo que es posible omación dela dose hálce en asta caso ds o A. En tesumen, 
la nc dobla és enla que pued paricpar wn ANA es ade 1po A (aL DNA, al naaces del OH en 2: puedo ados 
tanto la A como la como Ja e a artudsdo on loma 6) 
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7.22. Estructura tridimensional de los RNAs en general 


Exit una gran versidad e a estructura tidmensinal de ls moliculas de RINA. Ésta us complj 
cada tpo de RNA, y resuta de la combinación de estructuras secundarias locales, 

hórgeno y ps Interacciones hrolebeas de aplamtenio de bases, Su studo corral se hará más adela ara 
cada po de RIA. 


AE horquilla 


heras simples A $e 
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A posar ela inexistencia de una estructura secundaria propiamente acha paa toda la molcula, 1 cadena 
encia e asiuia NA aaopi localmente veradas stucturas hrguzas cructrmes, bus laos, te Algunas de 
las so den apareamiento de bases inacaenario lormando coros amos de dba hal de po A, como se 
Acabo de indear. La proporción de zonas helicoidales varia amplamente envo sitos RNA. pro puede alcanzar 
asta un 50% e a ssrucara oa 


7.23. Tipos de RNA: propiedades y estructuras particulares 


Taro en procartas como an sucafolas axsen Vs pos principales do FINA: mensajero (MINA), de 
ranorncia (NA) y reses (RNA) Además e alos en sucarotas existen RNA nuclear peterogéneo (RNA. 
rue pequeño eniRNA) y copisemico pequeño (CNA) y RIAS de orgánlos(mdcondhas y oroplaios) Todos 
sos tenen en comun ¡na fancn relcnada, deca y indeeciamente, con la expresión pirica (maduración 
otansengcona y radurción) Adcioraimente, en gunos vu sl RIA vega sl pal portador de ln inemeción 
genética, que an rosa de organismos cosponde al DNA. 

Las dferencias fundamentales ete os sos 1pos d RNA se resumen taba 
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7.231 RNA mensajero (MRNA) 
La propuse de a exsenciade una mol que Irati el mensaje genátc dec el col opiasma se 
deb a Frngas cnb y nas Moros (premios Mabel en 1965) Dicha meca sel RNA mensajero que, al er una 
copa dela mación onienida en secuencia del DNA, aca postercment an el rbosoma como mold o parla 
pora la sito prota 
Las orctenstcas principales del NA son ls siguientos 

+ Se encuentra en el loplasma d todas ls célas, an bja proporción respect a RINA oa y con una sida medía 
cart dada sy rápid sintais y degradación Aparcs asociado ransiariamente a bossa 

+ Sis molécula sons tamano muy diverso [on olacn con. tamaño dels proteinas que cosican) 

2 ES al 10 de ANA de estra mas sencl, con une Cadera neo, fomuda escusvamene por los 
rboneciosios A, U, € y G, La comporción bases es un rlj deL del DIVA rs del que proceden. La 
mMécia tarace de ura contomación Gelida: la cadena se maniene axerdida, sin adoptar estructuras 
<ecundars teca sqriscayas, gracia aa puricpación e poginas que se asecion a ela 


7.232 — RNA de transferencia (IRNA) 
Fue Frances Crick quie superó quelo aminoácidos se unian a na molecusintemessa o “adaptado”, aos de 
interacconar ton dl mRNA, Etchvamansa, los IRNAS aciuan como moles asapldoras enla sites de prtenas 
Esta función doponde de una dele naraccón 
+ Porun exttemo de 1a mella unen e amnoscido paa dar amincaCiiRINA (pág 302) la toma actva necesa 
paraa rsccón e formación el nice pepidco 

+ Porel bo extremo se aparean con l MAN, en presencia del rtsooma, tronstiondo el aminoácido al púpido 
úEnsclnia De esta manera ls aminoácidos e ordenan corciamente en prosa, de acuardo can la secuencia 
lea porel YRNA sce el MINA (pág 311) 


FESRNA cs medidor ete mesaje dl 
RINA y la accent deamnodcidos del Spb imenacón peraecralt 
poipópuido ques situando 


A pesa de serios RNAS de moncr tamaño, os RAS presentan una gran compleja stucura Se han ido 
y estugado muchos, de discs organismos, mostrando una estructura común paar de sus ditnis secuencias que. 
“etejenla necesidad e adopacón a especias 


a) Espocifcidad de los IRNAS por los aminoácidos 

Los RIAs constujen na fnción Imponante del RIA aa y se ncuamsan sets en cool, Una it 
puese contener hasta 50 IRNAS dret, es decr_en número superar al de aminoácidos (20), puesto que cas RNA. 
interacciona asc icamento con un soto minoscido, por agunos aminoácidos son reconocidos por más de un RNA. 
(ss habi en peo caso de RINAS "enema" pág_ 236) 

La espactodad se india con el nombro del amoacado en superindes (ore IRA) los IRA sinnimos 
Fon subidas mesos (por el IRNA IP! y IRMA) Cuando wn IRA sta unido con l aminoácido sn Ge ua. 
sia "acaso" "cagado". e daromins AMiNCOCIARA y se indica con al amunscio Lomo preio (pa ejemplo, 
A A ARS 0) 
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b) Presencia de nucleósidos infrecuentes. 

Una de as caratorstcas delos IRNAS es que en su composición presentan, ademas delos cuatro pnl, 
¡tros nucsósios n coments o intrecuentas, que puecen suponer hasta un 10% elit! Genersmerte so tala e. 
“envades dels cuatro prnipales, A. GC, U, sl como dela npoxanta, a morado con grupos meto e la base la 
¡esoxmmosa. Además. es cxracirsica la presen de bolmidna. La presencia de odos esos nucsidos esta 
Fulaiona cont estructura tra y len po o una cra inercia sobe la unción. 
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e) Apareamiento de bases intracatonanio 

A posar de la abundancia de nuccicos no usale, os IRNAS mubsta un cio gro de complomantandad 
as der 08 regiones con estructura secundaria an doble Mélico huanca 0s aparcamientos 60 besos 
(ntracatenaños. Con fecuenca se cbservan aparcamientos Gatitos de los de Watson y Cr, famados 
genáricamente de Hoogsteen por ejemplo, 6 pundo parearse con U mediante un nice menos Ivete que el enlace 
GC En oros casos. en el eaca de idrógeno paricpa 61 2.OH de la fosa. Tamen pueden ext bases 
Fntentaas paro no canglementanas, a como ana más bases lo largo dela cadena soparaéas meclnta un uc 
para tcs e acoplamiento de ars basas 


74 ESTRUCTURAS DE ORDEN SUPERIOR DE DNA Y RNA | 


d) Estructura secundaria en trébol 
AL comparar la stuctura de distintos IRNVAS so observa una notaio semojaza, El legamiento más robaba as 
la estuetsa secundar denominada en ts (poe su analog con res hojas y un alo ara oros con cuatro Pas) 
donde el apareamiento entre nases es mánemo, En ala se dstrguen 
+ Tres brazos o ass principales, una central, y dospenrics | y cada una con tallo y bue) 
Un brazo 253 menor (1) de dimensión vara entr ls rentes (RAS. 
Un brazo ato razo acsplor 
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8) Estructura terciaria an “L” 

Meciate andes por ¡ación d rayos X de crsts de IRNAS se puede observar Una stucur trcaria 
compacta, an forma de L Ésta so ona por un reormento en e espacio de la esuuchra secundan en aba 
impsest por ls dobla ticos locals y por puentes de Hótgeno que acercan os brazos D y Y Etospuentas on de 
toos nrecuentes, clyendo en algunos casos Wes de bases (pág 73) La estructura en él es. or lat, so 
na regezentacón bmmersioolsimpicoda e a verdadera estructura tidmenseral 


Plegamieno del esqueleto enla 
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AS 


Diversas presentaciones de la molécula complet 
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E conocmiento detalaco de seta strucura permi comprender una peculardad de os IRNAS: todos son 
dinos (por tner distinta secuenos 1 interacconar con un codón de MRNA y un amnoscido especificos) pao al 
bempo on de aun modo sims por adoptar vna estuco Toca Común, nta a recsonas y ser acomacdos 
poros factores que persone an traducció) 
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7.233 RNAribosómico (RNA) 


Fs e soporte estructural y componente principal delos ribosomas, Existen stos tipos de ANA en cad 
cla peca y eucarta, con masas moleclaas versa, Conslyendo la mayor pario dl RIA ll (25%) Al 
gus ue el NA, presentan in año contenido de nuclóaios ntecuentes (Y, Y Y auélos con bases metadas, 
Fontamenisimer) 

Los RIAS rbosómicos adopan una conlomación compleja. Están fomados gor una sa hebra con regiones. 
holcidaes oras resultantes del apareamiento nsacateario e base, Son moléculas con muchos roplegues soe 
xi mimos, muy Pxbies y etomabls, quo se comgcran Hdrodnámicamente como espialos lar, ospeciimento 2 
Baja fer nio O aa leerla. Prece que su estructura Consujo un armacón o modo ¿otr el que 1e 
ersamin varas pronas para ar agar al rbosoma, 


Proton de ioamien pr los FRA. 
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Molcos dimensionales de ERA $, 
tido dl oct dea a Amp 
"eme ss solid cm de o 


En eucarltas, la mayor pat del NA present en nio son los ranscrtos paros, moléculas cbtnidas. 
¿rectamente de la rancrgcin del DNA y que se converrán en VA maso rs sufre proceso de maduración 
osremenpcinal Eltamaño de mayor hanzci pra pros del RINA vaa entr Oy 24 40 según a especie 
(con un eoetoente de ssdmanacn de 38 475) Poco desputs de ser siaizado, so pr sRNA es ocn para 
daros JNAS maduyos, de 285,385 y 585: ótos, Junto l RNA 55 (producto de un gen independiente y, por ao, de 
Un re-RNA aferete) son ls RAS que constujn la mayor are dels rosas eutaidios (4,80) 

En procariotas, un único pre da luar, también por procesamiento posranscripcinal a JRNAS maduros de 
185.288 y 5, que foeman al sosoma prcanótc pág, 0) El mismo precuroe producs además algunos ¡RIVAS 


7.24 Ribozimas; función catalítica de algunos RNAs 

Algunas molécuas de RINA son capaces de actuar como bicatateore; de ahí que st concepto clásico de 
anziva haya alo amplado más sl dels proteinas A esta RNA con acvids catala, as dec, con capacidad de 
emula eve de actvocón de etemanadas reacceresboquimicas, e les lama bois, ara Gsingutos de 
laz eras pomo. La copacind calaica estiba uaimenta on la Gran Complajezd y dvarsióad de estucura 
timantonal que Pueden adopír los RNAS, o que les pormáe adaplre al sustrato, ai Como on su teactvidad 
acia aos grupos ciones de ases y esqueet. De hecho, se han poócoraizarestudos cnécos con algunas 
Formas, enfin que cumplen la celica de Mctmets Momton, Uptca de encinas prlecas, Ss penso que as 
Fiomas fueros lo primeros Docatalzadoras que aparecen enla avoución, tiendo Sosplzados posteriormente por 
laz enzimas proecas. más verles. Los ANAS seran al as moldcus peris de la vda, artes de que 
«soluconasen os DIAS omo poicoras de ttormación genética y ls proteinas como catlzadores 

Se corocen rbxeimas que actuan un diversos Ipos de reacciones de Ínrás en Biología Molecular e Ingenieria 
Gené 
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7.244. Acción catalítica en la maduración de RNA 

El peer ejem conocido de molécula de RNA con actas catala ue la ANasa P (aha estudado an 
procanolas, pato parace ext una actvisos smlar en sucantas). Ena amemo esta foada por moléculas de 
Proteina yde RNA, poro se ha comgrscado quel actvidad catala reido en l compenarto RNA, Recoroca como, 
Finito 4 proceso mato de FRIAS y IRNAS en procanolas Y Catloa una 30 ma rncones de su maduración 
postansergeionas par dar ts RAS y IAS Iuncionalos), en onsrla a generación de os astremos 5 delos RAS. 
(pa9283) 
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7.242. Acción autocatalítica en la eliminación de intrones 


La suert “octvidad racemltca” encontaca Jue la de! precursor de FRNA on el prtceoo Ttrafymena 
(eucarta Une), A rana de caso aer, ste mtcma acia de foma auoralalica, os dr. 0 sustrato ne 
mu propa volea, Mediante un mecanismo tela acia como riozanas oros pro RAS procariotas y suarctas 
cubtos que poseen ntrones de tipo y 1 Los tones (ho, 245) son secuencias del RNA precursor que no 20 
Faducen 2 prtuina 0 60 lomán paro del RNA maduro, pues se ciminan durant la maduración, el pro RNA. 
comprende, pues, RNA maduro y los inrones, Los pos de miran y os procesta d maduracón del RNA precursor 
porcona y empatne se estudan en el procesamiento postanscripconl set RINA (pág, 280) 

En este caso no se puedo esticamente habla de catas. ues uno dels requisos es ques catalizador no 
consuma an nl receso. Sn amtargo, sl prtcto fal de una see de mecconss de auonirdls del mios de 
Tetohymena es una molécula (dorada del propio nr y denominada (19 |VS) que s capaz de calza escoons. 
e Merstas y estacacón de tlgoracióldos oxeros a al, Por lanto, son no lo son sl Pre RNA O el nto 
tgnales 1-19 1VS ls un verdadero iceatalzador 
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7.243 Acción catalítica y autocatalítica en viroides 
aplicación terapéutica 

Los vividos son moléculas claros de RINA monohotra con capacidad para infectar plantas. En algunos de 
aos se han encontrado también boomas capaces de etar, de forma analoz al Caso antror sobre su propia 
"roll rota socuercis de RNA de molácus lereries Esas stnganas connen don componentes esancies: 
or un lado, ls secuencias de reconccmento del RIVA susto (or aparcamanto de bases compementais) y por 
Eso, su conto Ctalco, que adopta una astucia tidmensoal pecular, denominada “cabeza de mar 
(nanymeraad) y produce lesión del ANA sustrato, macivándlo 


ribozimas de posible 


prodocto: 
Frimento de a hebra suxra 
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Se han ensayado análogos sniticos de olguo de estos stczimas(oeridos por ipenaria gent) ara la 
¿estruscón siciva de moléculas de RA con Socuencs caracerisicas. Eso s un pantamiento de traía génica. 
ento dela stega de “miticón diga dela expresión Qénica Ss rta de prapararrbozimas articles con 
cuencos de recorocimiento que le permitan unirse “anisonido 2 un MANA, deforma que el conto catala 
cms supriolendo la sie de a prin comspondante (E concnplo de cadena antismntido e ntresacr en al 
lama de taracroción, 0,248) Ovo ipod lantesmiento e toapia, nto e etaoga de corrección digit de 
mmdacions” const a el cota macantarborinan de un trmseno precursor de RIA Cuya sacunca estaves 
Fado (por procede de un gon mulado), de loma que la ascsón oouma aededor de la mutación y reso un 
Fanseno oregid 


7.244 — Acción catalítica transpeptidasa en la síntesis de proteinas 


El curo memplo o corslluyo la bocina que aero la acvidad ransppdasa 0 paptlitransoraa, 
rasponsatia del mación el erige peplo enla boss prota, ete os residuos ainoacxos luados en 
los als A y P del rtosona (pag 313) En esta caso, la acción rhozsnática" rica en el SENA 235, uno de los 
Femponsetes dela subunided mayor (505) del rtosoma pocardico, y ponlemente también en el ANA homólogo de 
ucanolas (ANA 288 del subundad 608) 
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pa Ed | aa 


Y perla ao Po O de 


(opEptLARNA + amimacilaRINA 


dor pepidibARINA + RNA Pitre 


A nivel fscógco, la Rilasa Py la pepictanserasa rbosómica son posiblemente los que mear rejas al 
parecio dels nosamas con is oremasprotecas, a saber actan sore un Sustrato especies, aceleran escción 
Varia ordenes de magni, no e desroen uranio a cotss y panacor a comparian de acorta con la amet. 
canina 


7.3 LOS RIBOSOMAS 


Los ribosomas són pares subcolares, y crgánlos de imprtania cruel pora la vansmisión de la 
infemación gonútc, al coral lar fisco donde a alza 1 sens de proteinas. So pueden sonara como, 
mueras quimico-mecánicas pues, por un lado, se desplcan sobre el MENA ordenando la muraccón de sus 
adonas con los conespondentes anicodones del IRA y, por ra reparcinan el etomo necesario para que Jos 
aminoacidos tomen ls enlaces peplcs del polpéido an eremita 
Estuctualnente, los rbosamas son conjuntos pluimoleculares de proteinas y RAS (35 y 65% un puso. 
vosoecivamente),con un tamaño de 20 2 237. Es dsc, son ruemoprctedos. El sio de Cros nuctenprtedos 
sacras, 10 vs, ya so aborda goneramente sn una atera propi, la Vil 


7.34 — Localización celular 


En cada cla existen varios mios de bosomas por más de 15000 6n ur Ecol), que Hogan a suponer un 
sat de poso seco dela coll, So ercuetran enel cial, a cono enla matriz mlncondral y en l estroma de 
Eloraplatos Pueden estar en loma bro, como paricas discretas, pero a menudo e observan an form de Mera 
grados sobre An MANA, en ose coso se les fama pollsomas 0 poliibosomas. =u grado de agrupación 0 
Folmerzacin depende de a scviad melalca car 

Los rsosomas del cosa de sucaroas son más complejos en composión y mucho mayors en tamaña que los 
úbonomas baetatanos. Los osomas de miacondias y dooplasts eucardios san semejantes los Bacenaros 
(etcadicos) Evoluivomente para lodos los pos so ha conservado una Misma estucos secundara, pero nl. 
ecienci que aca 


tamal plateada, ungos 


co ES 


semejantes 


80 ESTRUCTURAS DE ORDEN SUPERIOR DE DNA Y RNA 


7.32 — Caracteristicas diferenciales de los ribosomas procarióticos y eucarióticos 
7324 Origen 


Los precursores del FRNA muestran una gran diversidad an su sacumnca, que as mantesta on la aparición 
¿aurant sl praceso de maduración postanserpconal) de distin Wo de TRVAS, Cractaiados espeismente por 
terente cosfcente d sedimentación, 5 


7.322 Composición 

Los rtsosomas están tornados por dos subunidades de tamaño diferent y ora regar, ca una constuida 
por uno 9 má IRNAS y Varas provinas de desa masa molecular (ere 6 y 75 kDa) Tanto al mtosoma completo 
mo su subuniados y los As componentes se denominan sogun u coecieto de sedimentación, Las proteinas 
or su pate, se desgan por numeros conseclvos precedidos poe L (ge) S [amal), segín pertenezcan a la 
£ubunida grande o pequeña, rospoctamante. 


Diferencias en org, Composición y Esuuctea delos bosomasprocanóicos y cucdncoS 


ribosoma procariótico. 
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LOS RIBOSOMAS. El 


7323 Estructura 

La entrctra de los losomas, igual o Lodas las cua, 09 muy caractrisia, e ho dtcidado empleando 
“tacón de rayos X, tacón de neutrones miroscopiasecronica en Combnaión con natos Imuncegicos e 
Debo asu snorma tamaño (Da) yla compojóná su asocación numa. el esuso dela estucura, nómica y 
función de os rosomas constluyó un important ato investigador 

Las dos subundades ss asocio por neraceioes no comete, de una forma pecar, como sl subunidad 
úpoqueña lonas dl uste dela grande. dejado una hondura line entre amas or la ue para el mA rodea 
ue lorena se desplaza sant l roces de tradurcón yde la que emerge la atea potpegidca 


amenos unida de otros y Digi re el y 
a do plis mc 
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7.33. Separación de los ribosomas, subunidades y componentes 


Tanto los rbosomas mdwasls como sus subunidades y sus comgenents (RNAS y lranos poliza) xo 
pueden separar meant colación en gradientes de sacerosa o de Cour de Coso, an presencia dn 
Concentraciones delndas de Mg" Las sbidades aliadas na son actvas, Por ol ado, 3 88 mezcn os 
componentes ('RNAS y prlbinas) a £H y forza nica toreros, se asocan espontancamente, en unidades 
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CONDENSACIÓN DEL DNA EN EUCARIOTAS 


Para compita la descpción dela estructura dol DNA como mater! genético y como requíto prev a studio 
delo collar lema 9). s consensento anazar el complejo problema del condensación del DK nuca que ocur 


lo ago e a eras de Gh 1, Esto 


acto, unto al proceso anzamálic e arepicación del DIVA (loma 12) 


¿urete'a ase 5, e de la mayor importancia desde al puto de vaa básico y d us planes, 


¡Como ya se ha indicado, a condensación del DNA comprerde dos aspuctos tecrcamente noecendintes pera 
luncoraimente relaconados y subordnanos en 


entenación del DNA 


Segerorrollmsrt mupiamen dicho de la molcula de 2-NA ¡doble 


Ts antlgo l seperenolamiemo negativo a deso paa 
procaioln (ig. 60) se conoxe pen e Cspls por sa mayor 
Ermplehdad debida 0 pa al gr mad del gemir 


pegamento compactación e la moleculade DNA. 
la notación som prncins, parada agar 4 nocoopicins 
Seexuda en seem 

Ese aspecto apenas existen procariotas y oránalos de cuco 
¿one o y hienas y la condensación 5 sa slo eel 
Sserrvallamtento de a doble ls 


ss CONDENSACIÓN DEL ONA Y CROMOSOMAS 


La condensación del DNA desde cromatina cromosoma ocune de foma gadu durante la fase Gs dl plo 
csilar lema 0). mientras que el proceso inverso, la descondensación del DNA, comlrza después de la visión 
Gta (ts M) y continúa durante la fs Gy hasi scanza denuevo la concicón far, que parmáe la rplcación 
(fase 5) No se conocen con precisión los aspacios molcuars de ambos precasos, aunque so sumo una gran 
nalgla ys cosido por lar que amb VTancunren foros mismox mecano n seno verso 


8:11. Proteinas componentes de la cromatina 


8141 Histonas 


¡Sons prncpeles proteinas componentes del materal genético de scarcas(equvalerts an masa al DINA) Su 
Función Tundamental “es esteblzar la estructura del DNA, contriujendo a compactaa, para Haciar su 
empaquetar. Estuchraiment, las Nistnas constuyen ina famila do prolinas semojames, do tamaño 
relamente pequeño y con elevado contenido (as 13 el ta) do aminacids ecos [pl d 9 a 10) Gracias a 
lo, muestran naturaleza polcabónica a pH Feoigio (numerosts cagas postas en cada Molde) y e asocian 
fuenemente. meiano interacciones electrostática, co los grupos foso del esqueleto polaniónico del DNA. 


Va Lisina "% Arginina VALys+Arg) _N' de aminoácidos Masa molecular 


MI A2OS GAO 274OR ETS 
MaS 3 202 2 140KDo 
Hs 1606 za ms 1 KkDa 
mood Ba 2. us 153KDo 
mos 137 25 102 11,2KDa 


Existen cinco Vos prnopals de ístona bien caractorzadas quo s dfoencian en su composción y, como e. 
Ver desk an 5u papal estacural a a organización del nuceosoma y Cromosoma, La sena He pra con 
Fayorvarabticas de secuencia y tamaño an sie sspeces toos, mientras que La obras custo estan aamente 
Esrservadas. En gunos casos, Al ssttuda por wa variant, denoranada HS, con especial afaidad por la 
omatna, loque refuerza el empaqueamiento y la nacidas tanserpciona, 

El grado de condensación cl DNA se regula en pans medanis la acotación y fotoriacn de las Nistonas 
(pag 32D) afectando sal o ccenbadod del ONA para a vansengcón: de ote modo as histnas inervanan en l 
Control de lo axpresión génica 


81:12 Proteinas no histonas 


En la cromatina se pueden anconar tas proteinas, menos abundantes, más vaables env jos y aspcis y 
en general poor caracirzadas. 


8) Con función estructural 
+ Proton bons 
+ Protaminas: Desempeñan la función equivalent las hístonas en ipos collares canes, parsculammente al 
Fspermaluzcido Sen stoinas pequoñas (5) aminoácidos. en Bn caso) con eevnda proporción de Ag, Ala y 
Se. y estuctua predomnanemente whelcidal Su menor tamaño pame la tompaciacn del DNA en el 
espac minimo Sapontie en l espemazcido. 
+ Proteinas ación 
“MM: Hasta un 5% de las proteinas nuclsares corespondo al grupo amado HMG gt mobi group), 
proteinas dl grupo de az movidad eecroorta, por su carictar dodo, relamente pequenas. Agunas se 
Fsccin dl nuceosoma (al menos nr), metas que ovas inraccionan Con l DA spacidor (pa, 26), Este 
¿upo ncye algunos Iciores de ranscrpcón 
+ Proteinas del esqueleto o mat puelsr Esto estructura, que sra de separo o ula 0 sl empaquetamento 
dela Comatna (009 57) esta formada por dvesas rotas, uyero algunas HHG y oras proteinas de 
arc cdo 


b) Conotras funciones 
+ Asociadas ala cromatna, aunque en minima canta, se pueden encotrar rumrosas prcoinas, muy erase 
a intenianen en la repicacón y tanerpción (lemas 12 y 19) y en la propia regulación del gado de 
Esndensacón de a cromatina: DNA. y RNA polmerasas us prtonas uxdares, actores de egicación, facors 
de arcón, receptores hormonales, oposmorasas, te 


8.1.2 Niveles de condensación del DNA nuclear eucariótico 


Se puede testar el grado de condensación aconzado recordando que 1 ong el DIA es vais rones de 
magna supecor ls dimensiones delos structures allares que 1 ategan (pág £5) Sa denomaa grado de 
condensación o de empaquetamiento al cociente nue 1 logia de E-DNA en doble hetta y llaman el mio 
na vez condenead, este parimer se war para compara los stinis niveles de compactación 

La con 


¡escondensación a aw de sos les oi asructamenio asociada a a progsón por ls fistrias sos del lo 
sur pgs. 100-101) 
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8.121 Disposición en nucleosomas y fibras de 10 nm 


E nuciosoma os a unidad básica o elemental de la cromatna y ls cromosomas, Constuye un atón regular e 
interacción antro DIA e Hisenas, responsable de la organización ostuciura dl mater penátlo en oxos los 
rganisos sucartas (on cualquier tipo colula  slpa del cido), Tar e nuzlcsoma coro su componentes y las 
fas en las que se lega han sd obtenidos y anslzados por gestén con Disas, rico de entrecruzamiento 
(erssintng, hvidcin, tacón de ajos X, microscopía leconca dtaccón de estores, derma esca 
Ulraceniiugacn aralica, et. La propuesta de la ouslenca de nuchotoma su del estudo de l acción de 
Diosas obre un DNA nalvo, el Lamaño de los fragmentos productos ss sempre malo de 200 pb, mieivs que 


86 CONDENSACIÓN DEL DMA Y CROMOSOMAS. 


acia sobre un DNA previamente rado de fistnas los tragmentos son de cualquier mao, Esto sugito que la 
tión delas histonas protege regiones de DNA de unos 200 pb 

Cada nueleosoma está (omaco por 9 molculs de histonas y un tramo de DNA, Bajo veras condiciones 
experimentos puede lberao la sona MI, Rocalzada extemarent, lo que Pace Acce 810 DNasa Una paña 
cional del DNA El nuclesoma queda as reducido 21 amada partícula núieo (cre), ormada poe un ctámera de 
Falonassodeado por DA, El anolamento Isvógio del DA sobre as istonassupons un saperenrolmiento negativo 
¿e a adan de DNA en procariotas e uparemolaminto se consque por simple etremieto del DINA ecu, ein 
implcacio de goteinas, y no existen ucleosomas) 


E O 


gules | DNA e doble lic 
O) 


DpDDNA 


Panicla | 
o | 


DNA cutivo 


A 


Finementa, tas proteinas o histnas iembn patcpan en la stucua: HMG-14 y HMG-17 o asocian al 
¡renos hubo, cón cada nuclcsona, mentras qe HG-1 y MG-2 ineracciona con sl DNA espacidor 
Una mézna molta de DÑA envuelve sucesemente a ds 

presente ire ds nuciosomas sucesiwos se deromina espar 
Tengo puede variar entre 20 y más de 100 pb. Jependando del ogariemo incluso el tajo centro de un mismo 
amis, Esta estructura s nucosomas espacados al ajo de meécua de DINA 5 denomina ira básica de 
Cnaina o bra de 10 nm pues =s groso Conesponds al diámetro del ucieosoma. El grado e empaquetamento 
Siésneado es unas 6 voces superar l de la dot Paco dt DIA extend, La fea de 10 nm también se Fama 
Clsmucnra en Cometas de oraK, por su aspecto caractrísico al microscopio slecrónico, gmneramente solo 
corvado cuando 38 repara vto n Doja uerza enc (por empo, Y MM), Miorivas que dera e la Cala 
romatna, rt an foma más condansadas, y su isposicón an alo estadorelatamert 
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8.122 — Formación de la fibra de 30 nm 


En las preparaciones de cromatina obtenidas n miro a mayor fuera nica por efompo, hata 100 4), la fra 
de 10 nn se rola en ento evo para dar ura un foma más condensada, denominada solenoide obra de 
30 nm. que supone un rado de ampaquetamieri 40 veces suponor sl de la doble nátco ogal, Esta Fea cono 
go ás de $ nuceoscmas pr cada wea de solenodo. Aunque 50 desconoce su astucia xact n uno, 5 roo 
un la hstena queda Sluda en el mienor del solenoide, acercando los nucisosomas ente sl De hoc, 
Fspermentaimente la oración de a fa 620 nm, 8 diran de la e 18 nm, requer a presencia de, Esta es 
probablemente la Ioma fsciógica más descondensada de la cromatina, adoptada por 1 mayoria del DNA durant la 
brete 


8.123 Cromatina o cromosoma interfásico 

Este nuvo de condensacion supone la presencia de lazos y supeserolamientos dla estuctua anenar Los 
bucles o ana cacaos fomados por nos 50 0 100 XD de fina de 30 nm, amargen de un armazón de proteinas 
stnas denminado ne o andamiaje centra, mat nucear patea, o esqueleto nucear Estos hueste 
*uperenolamiento. regulado por topasomerasas asociadas al esquecio. Parece que. además de conmbul al 
*mpaquetameno del DW lo cias consten unidades transcipconlo, al atar observado la presencia dentro 
do un sto huco de un gen completa bien da un grupo de ganes regulados de forma común. Es pcs la cbsovación 
de asas radios on la ete de comotomas poneros ggants e aras de nsacio y en cromoucras lumeros. 
ronca e ocios e alos 

A part de esa estructura se foman enolamients superiores. que tacen que la cromatina an la mtoiaco 
present an al cia Un gado de condensación varia e emi que 28 magica l grado de condensación de 
BRA por 1000 4 2000, Eta dwerids loca enla densa de condensación se observa en foma dela presenc. 
simusanoa de eucromatna y hoterocsomatina an una coll ey veias 


Econ 

ri ¿cromatina verdadera) 
Papiol meroscapio bo Seta mersamente oye cobran Se une deben y con 
lincén [detución orgia) May Grinwalá-Gomsa. spaco fo 
“rado de condensación dal DNA Méxima condansación dea cromatina rima, Fomma menos 

aunque menor, ala del cromosoma etalass) condensada 

Corbata dela Mirar; sl alguns porciones del mater Hayortava durant 
Sonata gendtoo e encuenn en salma. inerte 


"Heterocromatina constitutiva regones dal 
entma quese ancuentan pormanentemente en 
Soma de Petoeomatir Curt oda nara) 
y antodas las llas 
Se doscondonsa el ompo mínimo necesaño pra 
rapicare durant ao S el io cular 
¡nclpe el DIVA solito loma 10) concentrado 
spocisiment en regiones teloméreas y 
centromérica de ls conosomas (ag, 92) 
FHeterocromatinafaculativa se encueata como 
oterecsomaina solo n algunas cálas de un 
mismo organismo o en lgunos indivvos de una 
espec puede pass comal, nego 
Uno dels ejemplos s 1 ncivación de uno de ls 
2czomosomas K enla mues, puesto quese puede 
inacvar tanto al X mateo como el ateo Uno 
permaneca condensado roma heterscromatna 
Frans el to st noma e eucoratna 
tal e loe GS, prova al visión por to 
“o meiosi.tada acmstina de clan adopta 
Tama de heterccromalna antes de condeno 
aún más paa dar el cromosoma) 


Acces de la meca de — No os accosl, debio su elovada condensación. Es scconblo cromatina 
NA pora su neracoon con. Se habla de cromatina ranscrpctonalnente Crancrcionalmante 
prtanas (DNA polmerssas,— icivo So epic al nal de ase, Los genes aciva Se aplica ol 
ANA pokmeraas. actores de — que contra se expresan propa dela taso 5 
anscrpcón. pág 250) Sa ers se anrosan 
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8.124 — Cromosoma metafásico 

Aunaue al nal de a prolaso ca cromosoma ya ona condensado como hetrocomata, durant a metalse e 
condensa sun más, adgarendo el aspecto lp de los cromosomas metalicos, copies cbserabls 
mlroscopl óptico que muestran, an general aspecto de basenalo con dos cromátidas más o menos separadas 

Las ftras de petrsromatina sao en una primera aspraización para formar una espiral menor e paso 
"muy pequeno, que e aro as vaz sobra l misma (on unas 10-30 wwe) ara dar la espiral somática, Con sa 
cel espeaizacón se acorta la cromálida a una vósima par, sn aumentar diámetro, Esto hac más vis al 
"mioscopl dpto. Anas repines dela cromálda a aro lo an espral menor, cono, por efomplo as del 
Ceniomero 


8.2 ESTUDIO DEL CROMOSOMA METAFÁSICO 
Aspectos citogenéticos 


4 Morfología de los cromosomas 

Se lana centrómero, constricción primaria o central la regón más ostacha del cromosoma, por la que 
permanecen uncas ls dos cromátdas hermanas. El cantero dema los brazos cromosómicos (curo ate e 
Es miesiedos as al) Los beszos corre ss designan con la loa [de pol) y los largos con q (de queu) Cada 
razo se nom, pues, pr el númaro del cromosoma l que pertena, seguido de la er o. Por ejempio, Gn es el 
ezo cono del romosema 6, 8q al trazo lao del cromosoma, e, Los cromosomas se ciaican atendendo ala 
posición el cemero y, or tant, seg el tamaño elas de ls tros: 


111 


Envostraos coos de los cromosomas acrocóticos [explo el) existen, además, otros astechamertos de 
la comia, denoranados constricciones secundarias, zonas a ls que la espiral somática peesena un dámeto 
más reducdo.Balimian a seccón frena) en el cromosoma, a mado de una aquena ester, a la que so lama 
Fate cromosómico 
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821.2 Cariotipo y su análisis 


Sa a 


Son vaños los métados desanotados para l nsls del caoipo. Nomalment, este estudio ral otro 
cromosomas en el estado de prometaasa o metalase. Las preparaciones de cromosomas metalicos so pmplea 
ends pas analzar aromas cromosomicas,deermiar a pesen  senca de cromosomas ota 

A este In el mátodo crgnal y más sencuo de cberción de cromosomas parte de leucoctos, como céss 
nuciadas del organiemo más asequttes. 
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sudar el carito 
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Actusimente. pate ya no solo de cultos de nuccctos, con la dosvtaa de su vida coi, de 3 4 is, ino 
e clivos algo pazo de Cáas de deros pos de ss (Mrotlasts, medula ós, quid amoo biopsias 
le) Las rss nadas son as de mayor potencia de división o mayor acid de cultivo, Asemimo, exito una vartdad 
Se tratamos de desnstualzacón Jo degradación entmálica de a cromatina, y de Inciones con Colorantes 
“spaciicos para sl DNA Por limo, sa han desolado sstemas de crotstcació qus pueden ser nomatzados de 
Toma qua selscionan avtoriticament as cólulos 4 analizar eto de íncin y l nal dels cromasomas. 


2.1.3 Bandeado 
Aplicando cistntas técnicas de inc utizadas d Joa runaria en laboratorios de cogendta, so puedo 
serve os Cromoraas bandas pátis y oscuras atrnalivamente, que daa grandes regions csomosómicas 
"amadas isocoros. Exe andoo > bandeado de cromosomas no as consecuanca de agrupamientos fotos, sino 
que esta reciondo ton organización estructura del genoma, raljando variaciones tales omo la composición de 
Base, gado de condensación cromosómica, coloración el cromatina, sacuencasreetvas y no ranscras, lo 
Los aten d bandas de cad cromosoma son práccamente idénticos en cis dleentes_ y e cas tos lo 
tefdos, paro puedan dei ete Inóviuos. por ojempl, a menos 12 cromosomas muestran varaciores e a long 
de Cera segmentos en detras parsonas, Se pueden legar a aprecie hasta 500 bandas an un cromosoma, an 
función de a esoucón miznscópca lemzada, ls bandas pencipales so subdividen sucesivamente en subbandas y 
kubalbandas, A lodos sas 8 es asigna un hombro, que Icy ol romosoma el brazo y un mero correlato 
esc el centre hacias remos 
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ANC 


Sqlaliaiar 


Ii ein ere 


Para baneado de cromosomas se empla 


8) Bandeo G 

Es la iéeica más ulicado, Se basa en uns demalualzación corlada de las eoinas cromosómicas 
(genealmenta por ápesión con Mpsina),seguda de inci con ieman (de donde vna el nombre de bandes 6) y 
observación al microscopio el eacivo de Giemsa es una mezcla compe de coleanles), Coda pr de cromosomas 
rn tr condes 6 nn, e hos rs (GOR 0 an O) y has cs 


b) Bardo O 

Los cromosomas se 1nen con un compuesto Muotescenis, como maza de qunacina (ndrecouo de 
uinacina) 4 5-tarudno endo (DADA) o Hoschst 3326, que se nscalan en el OA dolia Se require, or 
Tanto, un examen medarte microscopía de fuorescecia Aparato un pavdn especifico de bandas briamos (bands 
30 posias) queen corspondan as exactament con as bandas 6 (G-postwas, G-oscras) 

Las bandas G y Q contonen DA que, an nara, s lo més ro a paros AT (55-0%)_ pues la qunacna se 
Inserta pofrantemente arre estos paros, Convspentden a cromatina altamente codensada, con DNA de repicación 
tardado des de cio celta reatnment Inctvo oracrcrabmente 


e) Bandeo R 
Se basa en un tatarento de os cromosomas con calor (para descaturalzar e DNA ico en AT), antes de ln 
tncón ton Gema. Rasulan sa bandos oscuras andes) que coinciden con ls andas So Q claras (el nombre 
deriva de pauen verso), Tamtién se consigue el mimo patrón e tandas empleando clvomieina, un coran con 
Aafndad poros pares GC. 
Las bones R contenen DIVA rico en GC (50-205), de ba condersacón cromatina, que se replica a stas 
tempranas del les Sy es rlabvamentescbvarnsenpoonaimente 


d) Bandeo Y 
"dentica unsubcomunto de bandas aspacimente concentradas e os sómeros, la ds Incion más intensa. y 


e iatzan empleando un taamnto maca artcularmortosover antes de ir los cromosomas con Giemsa o 
na combinacion de tncanes y fuarocmes. 


e) Métodos especiales 

tos métodos de culo cromosóáic y de tncin se uzan para stuacionos partelaes:Bendeo €. pora 
tegenespatrccromslcas. Unción NOR, paraa ogión omenzador de nococo, que tonta los genes de RNA 188 
1255, handeo deprolas y prometataso, ode eta resolución sobre csomororas dneridos on una etapa temprana, 
ela moss con un estado reltwamert descondensado (su mayor long permu apreciar más deals Bogándoso 
A obearvar Pasta 80 andas en un solo Comoscma) 8 

Faimento la citegontica molecular emplea sondas de DNA clonado (preparadas por teencas de DNA 
ecomtinamo, pág, 178) sara exoriner cromosomas, de loma simlar a los ensayos de dación mec pero 
sobre preparaciones de cromosomas completos Esta s la rica denominada hibridación n it con fuorescencia 
(ts Mbrascence natu Iyevazato, pag, 12) Se dispone de sondas especias para cromoromas inioumios y 
para regines Csomosorucas, que permien, por ejemplo, idrticarIecromamientos Cromasómicos paiclares y 
tener un diagnóstico pao d a exite de un mero anormal de croncoomas. 


dversos mátados da tnción el DNA can colorantes espacios 
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822 — Regiones con significado funcional 


Los comosomas sucarisicos muestran os elementos esencias para una función corea del Gt collar yla 
vió. Imoroscndos para la expresión, dupicación y segagacón delos cromosomas. l centrómero (Lugar de 
nin del rorosoma a as fas del muño BEomalCo) los lelómeros ('egones susdas on os estemos de los 
roriosomas) y ls origanas de replicación (putos numerosos en ada cromosoma donde se nica a copa de ls dos 
atras de DNA). Se Iatan a contruacin los aspecos modolegcos telaconados con as dos primeros; el aná de 
los origenes de replicación o pospone hasta que se astuda e procesa de rplcacón (ag. 150) 


21 Centrómero 


Se puede consderar el conto cnéico del cromosoma. pues sobr 61 se stan las estucras amadas 
ú«inetcoros, alas cuales se unen las fibras que constuyen l uso acomato uso métco Estas vas, lamentos 
corras 0 mermilos, de raturaleza pola, ejercen la tracción necesaria para separarlas dos romátids 
¿urata la dvsión conáar Do ost emma so prouca la segregación orden de loe cromesema y cada colla a 
Fcio una COMBI decada comosoma, us cr, denica dotación gent. La aumenci de centrómaro(comencma 
cántrico) me que el Gtomosoma 80 na al so mistico y. por tant, que se incuya an e cio de as cállas 
1 

Las secuencias esencias par a función de os centrómeros son moy asen res AT, nen unos 17050 an 
humanos y se repien arre 2 000 y 30.00 veces en cada canrémor, Forman, pues, para dl Eamado DA repativo 
(pág, 13) y ademas suponen una parte mpertant de a fracción de htercromatna Consta, aquéña que slo eg 
e escondenersr un tempo minimo on e ico cell, precie par  eplcacón 


8222 Telómeros 


Tolbmero es uno paistea de eimoigía griega alos, exo y meros, pane oregón, que hace referencia a 
roaiones ntusdas e lo extremos delos cromosomas suecos, censudas por secuencias ospacaizados de DNA 
Asociado a pilas y Eon Coracoisicas estructurals y funcionales ropas que las lerencian de ota regones 
Somoómcs. 

Los toomeros dela mayois de eucarcas ein tomados por dos tos de secuencias de DA. Una de tas 
denominada secuencia talemérca. repetición tloméica o repetición terminal consttyo el onremo del cadena 
Se DNA del somosama. medita a petcón en Lando de un lgonucidtds coro (vaatio segun especies: an 
humanos as ITAGGG) Cereraimete esta cecuonl aloméric es más rica en Gen una delas bras a que foma 
+ axramo 3. que tren mos 12.10 nucdtidos Obra aba qUe apoña el extemo 5" Ese extremo sientes 
Faconcedo por protenas igantes del tolómero (TO? tomara binding prota), que scan a modo de “caperuza” 
Frotacoa de dcha DNA temia Exile también unas secuencias más compleja adyacentes 2 las ateos (9 
Esc, más nomas e e crarozoma), quese denorisan asociadas  toiómeros secuencias subteloméicas 


Ss nan asocado los tlómeros sas tunconas 


e Parar en ln otailzacn y mateiiento dela inogíidad estucur del cromosoma; an ausencia de 
Fulgmares, el extremo del csomosama lenda a unese a Oir y aumentan las posiblidades de que sul 


sont se estudiará una vez considerado con ell l proce del replicación el DIA (739157) 
+ Se sspaca tambián con la Ímplcacn del tolómero en la rgatecira Widmanslonal del núcleo yo del 
parmrto cronosomes. 
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8.3 DOTACIÓN GENÉTICA EN EUCARIOTAS 


Es conveniente completar e conccmieno de a organización el mater gnátic considoando lcoteric tral 
¿e este mataral presente en ls clls Sucarcicas y 2u lación con sl 1po de cla Y el estado en el que se 
scuentra Para el, ee prin desc el sgnicado de gunos terminos y conapis gorálcos básicos, necesarios 
Famolán paa comprerón del ido cua y e ls dos pos a división, mii y meca lema 0) 


8.31 — Número de cromosomas (n); carácter haploido y diploide 

E número de cxomoromas nuca es caracorisico de cada espect, y veía mucno de unas a ovas Sonata 
de odias Maploides (y de organos Papiodos, 4 están lomados ado pos elas) cuando cada cromosoma se 
¿sesenta en foma Inúvial, de medo que cada Esa cortene un juego de Ctomosomas, dos distintos entr 5 E 
Slenero de cromosomas senda con el número 7 


Célula haploide humana: 
u óvulo (elulas sexuales o gametos). 


espermatoraide 
“Tiene 23 cromosomas (1-23); cada uno de ells está formado por una molécula 
Tincal de DNA de doble hebra. 


Y eromosoma. 
2 aosomas. (en tds Ls células individuos) sn 


Por el convo, se decora cells diplcids ly 
parejas o pares de cromosomas moroégicamert al 
Eomosomas hemologos, Por tant, cada a Oli 
idertfca con el número Zn parejas de cromosomas 
lama 


animos dlcides) 2 aquélas en nv que o observan 
ie ss, los dos mentos de la paja se decoran 
“os juegos de cromosomas, y vto cardio Apio 


De los, 2 ars, ue son homélogos y además smiars cn mmbos sexos, e aman autosomas; 
len comia emos don dependa de peso y o sn ag 


Vip alado 443x920 4090 


ES 
" 
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mujer. varón 
omotaga Nx pon X Voy dio 
FE ar 92 formado par Fapor" 23 e formado por 
derma ho os Cros odos 
al AVION son homalogs 
[resi pracunimie 
Games — | Sed ques meros Jomagandia — | Se drque el var es heerogansror 
producidos | sor ss lo lea an mom pr | la mua es ports 
mas parados de la made 
Prsadcnda de nx dea mad empre del mad 
pre crmonomas, ro Ne pue Y empre del pe 
"Transmisión de |” cromosoma ala hjs ya Joss — | ella lr has, cl Y acota 
tereromonamaa: | iia (or ferlzción cow an "alcala cuqu ol 
permiecids La Y repecicaa e amp A) 
Enanos peces, dci de os humanos, no siste rumotama Y, xo qu os macho cnn 
sol cromoiona sal X 3 puja mien ls hembras bene dx cronionnsX homálozs 


En pl caso de cvs (u organismos) con más de 2 cromosomas (n, Bn ol) £s habla de cráter poipicids 
Hoy céis que son polos de loma nata porque han mado cop adconals desu jugo de cromosomas 
incl mediante uno reteación sn dis cols [endomicss) Por ejemplo, as có del higado en regeneración 
on tevapoides (4), y los megacañoctos gigantes de médula ósea contnan usualmente 8n 167 0320. y lamandn 
Stuacoros patolopcas coracterzadas por poplada las más frecuentes son la tnplidia (3) yl trio (4) 
Estas anomalas cromosónvcas se sstudan an lama 29 


8.3.2 — Contenido de DNA: valor € 


Durant el ciclo clar, la formación de gametos yla feización tenen lugar variaciones en el número de 
somosomas dela calla, ndicada madante los múltiplos de. En humanos y animales, estas vaciones transcurren 
nv n (apiide) y 2n [dlide), No debe conundrse eso variación con la del comedo en DNA de cade cli 
Aunque este tantén vaa duran ls procasos cados, Para Indicar este comando se emplea una polacn basada en 
denominar € ala cantidad de DNA (de dot htra) correspondiente a un jogo hapiciso e cromosomas (es cr, n) 
nio de su repicación. Se pueden encontar cáuls, tato hapoidas como dipids, cuyo contenido Ces lernte 


E gamao mado (Ova y espermatozoide] 

1.26 gamatacto secundario fprecuror delos gamstos maduros 

21.20 edil somática cundo no est an dvi, amas de sur la apicación de 5U DNA 
dla somete sf la replicación puto de ves por mios 

gamatacio primario, antes de dvidrs po mail dando 2 gamatacios secundarios 


Célula naplide 


Ceuta dpi 
2nac 


833 — Locus y alelo 


locus (ay 
posión definida, 


espada pora lock: varias 
dona posicionar pura 
sliuencia de penes dieron. 
OS (ss mismo par 
nominas ecromes 


omalogns 


DÑA sad en 
nos 
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En cule cslula de una misa espai, un an coup simpre el mismo lugar en un cromosoma determinado 
y 1 poicón equiclente a su hombego. Por ahora, hasta con que se entienda por gen una secuencia de DIA 
púa un producto unción, bien prtina bien RNA.) Para elrrs a foma gonna esa posiin 6 uta el 
término locus Por lato, ganes ásttos ocuparán torentos fe pal de ocu), en el mimo pur e cromosomas 0 
noto Esto trminos tambn se ulza para 1 posición e egos de DÑA que no sean ns. 

A cada sacuancio concreta de DNA (génica o no) stuesa en un locus se la lama ateo. Puesto que cada 
«somotoma sa presenta coma un pz, en cada inviuo ay dos als 6 e mismo locus. que pueden sar dénteas o 
it 

En general los do allos que presenta un indvuo en un locus determinado son diormtes delos de aro 
indu de a mema espec (dersdad genstca o polmorisno, pág 345), Como consecuencia, en e conunto de la 
poblacén exe mas de ds aeos ferees para un locus. El esudo do rastros cinco pomo derica 
Fumerosos silos aquálos menos hecueres a a población, que sen hoy como marcadores paa decos chas 
paga 


8.34 Genotipo, fenotipo y dominancia 


Estad resido au paty | 
Solos en cua E 
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O ia pt rt ltd dpi dede ln Go bb 
lema Ena opens osa 9) pil ed do creci 
ts qua ca pu hm 


Entas etuacones ans que existen ds o más alos ana población sa dice que hy polimortmo,coviament 
tera allccus considerado. Los polmortamos dal genoma humano son objeto de aencón especia en lioma 2 


Tema 9 


Ciclo celular 


Inteco 
A cromatina enla inorase..—. a z 
921” Vanacionas en condensacón y coord en DNA de la cromat 

33. Divisióndecéllas somáticas por mlsís.... CC 
34. Diviión de células germinales primarias por meosis ins 


941 Gametoginees E 
9231 Esparmatcginess 102 

9412 Cogéness 103 

942. Repano delmatenalgeráco on melo 104 
0421, Caricorreducto e la most 201 

9422. Comparación nte melo y mios 10% 

9423. Sagregocón e cromescanos y Sueridd genéic. sos. 

9324 Recomtinacon moslca. 206 

95. Uniónde los gametos haplides durante la ecundación EE 106 
eras 19] 


9.1 INTRODUCCIÓN 


Es inponantoresañas que los aspects ostucturals hata ahora considrados para la molécula de DINA debon 
estudian joa stugcónfleópca en 1 que resiente se oncuoira el mater gnótic ul núzio scarétic, es 
deex. ura as capas de reposo y dvsión que so aleman on la vda de la có, Con facuencia, osas dos 
uesicnes ss relacionan poco ent sos analizan bajo paramentos sinuna sucre ase molecuar 

Mociarte la dvinón cla e generan tanto 1os gametos (Sión meisca como, par del cat, todas las 
éndas necesaran para que ln OIganiemo Grezca Y 48 desarollo Guante los perodos Embrionase, ell y de 
mecimaro Fasa el estado adulto, Y par la renovación Continua de as éndas que mueren curarte denosperegos 
(avión mita) 

La Sin por mitosis ene tgar normalmente cant oda la existencia del organismo, desde a veian Incl 
¿e colo asta a muene del mao. Se escu que duran la visa humana sa producen unas 10" diusions. La 
lanicón entre dos aviicnos Socesias CoNsuya, Juno a la propa divsión, el ciclo de división cular 0 
mplemente ico colla. Su duracon vota amplamant de acuer con l 190 cate, seno en unción de 
eteminados osimuos Algunas céias evolucionan por una sucesión continua de cios de dvsin [pr ejem. 
idas epusiaos el nieto y pcusores hemalopojécs enla médula de, ras poseen cos más espacados 
una vez sl mes an clas hepálcas, una vez ade 3 años an céllasencotees uns senguinos, so) y, como. 
Caso estero, algunas cálas deberan su progresión en el Gl, reomucndolo las un Penodo procegado 
(aulescenca) o ncuso no verdoso más (neuronas) 

Algunas ólulas o especializan on la producción de gametos o có sowuaos, que pomitrá a lommacón de: 
un nuev pávidoo, Talos cáulas germinales (a Serena del resto, chulas somáticas) o Svidon medarto un 
mecanismo Gilrente, denominado mejia, que Earn va procedido de un cio Col sms ld los cts 
marcas 

Lina vsion global del co cole pere cbservar cmo la céla transcure de manera ordenada y 
scontiaudad por des grandes etapas ben Gforenccs:la visión Cuular prpament dicha [poe miosis ara 
células somáticas y or moss para cótlasgarminals) ya Interfase (común 3 aras) Durant ota Úlima, 1 áll 
Ze prepara para la suento dvsión dupicando su mara! genio DNA) y toto 34 conenido (roenas, RNA, 
gánulos, membranas), de modo que se duplca su tamano antes de dividirse en os cóuas mas. Clascamento. al 
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ios platea an tomo sl rocoso de repcacón, o cupicaión del DNA nude, con la quese dean dentro de La 
interaso vos olapas. la laseS (durante ls cua ne lugar a roplcación) la ase 6 (reis) y ala E (posterior) 
Méntas que agunas cóluls envan en visión ras completar cad nera, ves posan wn etado modificado de 
Gs, Eamaco fase Go querscant, a el que permanecen días y nc años hasta emguendor vn nuev Eco, del que 
na alo (culos que no se vien, como a sl caso dels neurona) 


praia 
Mi] 
[peas] 
(6) ara 


LS OY ==" 


sz dE Sms dEDSA] hay vis] 
(replcacón 


Siguiendo el tatcomiento gone de ota tato, toros rlscinar os aspecos gendticos casios del ci con 
anual oca de Íie mas Dioxuimca y molecular, Para slo e abordarán en foma oetalda lo intel y los dos 
pos de visón clar, con un multi oa 
« Poner de manso la nome variación estructural que supone. durante la noise, la condensación de la 
molcul de DNA desde cromaina a cromosoma y su descondensacón en sento imerso 
+ Resaltar e rocoso dela rpicación que tambi tene lugar durarts la risa, ero nun momento dferenta 
e anto a cacirmesacis y enzimático e estcira con detal o loma 12 
+ Esttieor as analogías y rencias ente la dvsión por moss de as clas somáticas y avión por mois 
delas clas germinales primarias para dar luar a célos germinales macs gametos 


9.2 LACROMATINA EN LA INTERFASE 


La Inaraso, o lapso que trans ura erre dos visiones ceras s normalmente el parcdo más prolongado dl 
ico clar, on sustos ses G 5 y Go Esta etapa termina cuando una cell somática ena an dvisón or moss 
(para formar cdas somáticas bios) y suando una Cala gemir prmaa se dido por meso par formar as 
cállas germinales maduras) So va outs cómo durante a meras varía el rado e condensación del material 
Genatco y temible como vaa e coteido de DIA (2€ en +. 4C en ,) en moscas el número de cromosomas (a 
ll se manten ágads, 2) 


9.21 Variaciones en condensación y contenido en DNA de la cromatina 

aran mayor pane do lava collar ln raso o bien quescancia según ls casos), a mora de DA 
o esta presento an la loma exdecióa o dota élco tampoco enla foma compacta de cromosomas, sino on nl 
co paroaiment codenzado congedo coma cromatina [pg 85 y 87) 

AN progresar en l cc celular cromatina se descondensa gradusimenta durante ales Gs hasta api una 
úcontormcón local otaimante antena (orespondens al deis esco) necesaria para a separación e las dos 
habras duarte la epitacin fase 5) Para eo, la utomatna ha de pasar prevent por ls estados de fora de 30 
Y 10 nm (pag 101) 

usan la fase Gi, las cáuas, to somáticas como germinalos, son dicos (27) y su coteido on DNA 
20, En la fase $ o de sintesis se prou a opción del DNA de ls 2nCromosomas Individuales, Cada tra de 
ste DINA so de oido para la sintest o tra nueva, que permaneca asociada por apareamiento de bases. Las dor 
oca de DNA restantes permanecen unidas por sl centrómero, dando as lugar a cromosomas con 4 obras de 
DNA. cad dotlohatra consttuyo una cromátida. De esta modo, l número de cromosomas permanece constata 
(plode, 2) peros dupla l contento de DNA. desde 20 a 4C Una vez nalzda lo epcació, la ála ntra an 
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la fase 5 donde se mia la condensación gradual de la cromatina (pd 100, en secuencia aves a la 
"escondensacón ocuea durant a laca GS, pág, 101), que se completa en las peras oapos de la mies dardo 
lugar a cromosomas viles l mires, con u aspecto Lic de 2 cromátds y rasos La ella sigue siendo 
2040 

unaue ss pusde consera que cada mota de DMA es un cromosoma en cusiguer momento del cdo, el 
timmino Cromosoma cormponde estrictamente ent forma Condensaóa al másimo A uses usan los lórmaos. 
Comosoma metlazco y Cromosoma morisco para las lomas condensada y desconcensada cromatina) 
rospeinamente 


9.3 — DIVISIÓN DE CÉLULAS SOMÁTICAS POR MITOSIS 


La mesa, fase M. es l periodo más coro del ir col, dura el que nens lugar la dnisión dl có, 
que ya ha picado su materia pen y ctoptosmálco, en dos células has ¡éntcas. Cisicamenta so consora 
naci en onco etapas (1) Proteo: la cromaina se condensa haa tomar ls crmeseras, dejan de observrs os 
ucnis y aparece el so mitico (2) Prometatase.comanzs a tompers la mentrana nuclear so von or primera 
tz las 2 comátids de cada cromosoma y os Zn Cromosemas mgran haca el plano ensatral de a cla 
(3) Metas los 2n comosomas,hsimani condensados, aparecen ainesdos e 6 plano scuateial Indopendntes 
nos de aros.) Anafase ls cromosomas se Gvidn po ss contemos, separndose en os cromtidas que son 
nsplzadas hacia polos opuestas e la cda, Cada pomilias ya un Clomosoma o independent, (5) Tetas 
Comienzan 8 descondensaro los Cromosoma y 30 fomon membranas nucestos para delmiar os nucos 
Paralelamente, la mentrana cea repara 6 iopisema co dos pares. ads una con un núcio y la mid de los 
rmac Tomando ls dos clas hs, ene proceso Eamacoclocinosis (a cloqunesis) 


Vai 


¡Como ronsscuenc de la mios cada áll hi rcbo una cromábó de coda cromosoma del coa mar, 
ss ect. la mtad de ONA, poro conatyendo un comuni comosoraco compita (23 pres de Eomosomas) con toda 
la infomación gotica del coi mar, Por eo, 6 ce que la mios es un proceso de división no reductora 
(pág, 104) La uncadfernci 3 que a cólouto antes de didas Len Zn cromosomas de bras y  romátaas 
ada uno (40) y ts la velo cada coa ja eno 20 Comosomas de 2 abras y una comanda cada uno (2C) 
(paga. 100.301) 


9.4 DIVISIÓN DE CÉLULAS GERMINALES PRIMARIAS POR MEIOSIS 
La dtisón mota forma pare del proceso general de lormación de gametos o cóuas sexuaos haicdes a 


parir cell gerenales prmontalos (que son Spisdes, lua que as css somáticas), en proceso conocido 
Eso gametogénasis 


Gametogénesis 


La cogness y la espematagónesa se incin a pate de células germinales primordiales, cátas 
specilendas el óvulo o toco, mecante na sario do dvsres misteas que ton el consquerte proceso de 
Creamento y lesenciacón Code, producen suceanas generaciones de Cálias Hamadas Sogonios. y 
«spermatogonios (ismblén cogonia y espermatogona, pdgs. 107.103) A coniacn ésas tameión por mise, dan 
luzar a bochos y espermatocios primarios. Tos catas células son pioces Falmenta, pan d cata octo 6 
úFspermceso paña y mediante dos dvsines sucesas áfeantes (Mos 1 y meiosis 1) se preauce la reducción 
da estado dto l hapicda. Por el, el comuna ds 0sas d0s dnisnes acta l nonore de meiosis o división 
celuar reductora 


100, 
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9.4:1.1  Espermatogénesis 
En el coso del Varón, e proceso, que on lugar repetidamente a lo ago de Hada su vá, culmina con la 
producción de espormalazodos y gamelos masculinos 


ESPERMATOGÉ 


Cada uno de los espamalocios primates ha dado lugar a Un topai smático de coplaama en cuatro 


nun epocas a nic ns 20 loa de espormezodr 
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vda tell (compareso con la puberad para el Varin) y 2s muy iras al de 
Ssparmatcctos prmaros, A part de exe momento, el numero ce ocios 4 reduce contiamente hasta a pubers, 
e manten durante la vid ei de la mujer y desaparece cs Ilamerte legal menopausia 


5 0009" il O dr 


oy 


Otra pecuarios que ferncia espemnatogónasa y cogénsss es que en as dos dvisones metas de asta 
únima e sepan dl ctopasma ms asmenco: en a meso | se foma una céida pequeña amado cuerpo polar y un 
ocio secundaro grande. La dvsión de ósto enla mois 11 orgra un segundo cuerpo polar y un ówulo madaro 
Ambos cuerpos poars degenaranpostorrmento. Po anto, un coo prnano slo genara un Gl, menrs que un 
spormatoca primario produce cuatro espormatazcidos 
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Reparto del material genético en la meiosis 


1. Carácter reductor de la meiosis 

En a mais |, el gametoc (ci o spermalacto) primar vara sus 23 pares do cromosomas homiogos 
(dm, 40, con dos corts cada uno) de foma que pasan 23 cromosomas afeentes (no d cada par, 20, con 2 
romatdas) a cada gametocto secundano (1! Ley de Mendel) Se dco que se produ la segregación de los 
iomosomas o que cada por ha sutao dsyunción se reduce así a la miad el número de cromos Por so, e 
cs que la meca es una dvsión reductora, debido a a meiosis 1 La meionis 1 0 reductora y en Cuarto al reparto 
¿e materal genético so asemeja la mios, como se dc a coninusción 


TESTÍCULO 


(DO 


OVARIO 


TODOS LOS 
TEJIDOS 


9.422 — Comparación entre meiosis y mitosis 

a lencia esencial ente a mias ys dos etapas de 1 mois rai on la strtución del meteria! genático 
antro ns clas jas (somálias dploides en msi; gametos haplides en macs) El mecaniemo dela meiosis 1 
culata al de la mios, puesto ue se separan ls dos cromátidas y so reduce la canidad de DNA (20-+C) se 
Esmbiar l cmactospapiode (1. De este modo, cada cóla ha recho copias idéticas de DIA (dotes peras 
upltcadas enla repicacón) En contrasta, enla moss | se separan los miembros de cada pareja de cromosomas. 
con'lo que o reducen a avez la caida de DNA (4C20) y ul numero de cromosomas (20), y ls cálls jas 
cien diferente material genético (gues cada cromosoma un par pueda contener leo dleents cada locus, 
pag. 4) 


ES 


es non sli 5 o ll 
úl 


OO, COÑON OO! 


y 


DO 0 00 00 00 


OOOO 


106 CICLO CELULAR. 


9.424 Recombinación meiótica 
Durant la pole de a meiosis (rolas 1) ns agar un pocas de gan trascendencia en cuanto aa herencia 
y ata generación de a deridad genétes e cada indivi. se tata dela recombinación melóica, 6 simplemnte 
recombinación. Los deales de esto proceso ro e tan aquí, peo básicamente consists en el sorecruzamento, 0 
Iriarcamtlo de regones de DNA ente Gromiátidas de los dos cromosomas homólogos (as ¿sor, nunca hay 
recomnación atv comidas e distri por) Do ahique so lam tambi recombinación homóloga, 


M= 


Ma 1 
ij 


9.5. UNIÓN DE LOS GAMETOS HAPLOIDES DURANTE LA FECUNDACIÓN 


Cuando los os gamtos(n ) ss unn on a fecundación, al prnício macho del espermaazcis e funde con 
«prono hmura de Ono, combinando sus de genomas hapoes para dar un genoma 2n,2C an acá nuevo 
egoto. Ésta en as a primera él somática proper dcha. Como tal eta en 1 ase 6, y posters de la 
Irtofase. A parts del cgolo se Toman en delnawa lodos las cómas somiálias. El mecanismo que go la 
nstamacén de Una Smplo ch. l colo. en un indio constuye un tema de gran Interés ilógico. casí 
lolamente desconocido dese el punt de vta molculer. Tas mul dviscnes coles, ne ogna yn amasijo 
lar de celulas embrnans, las cuales se aicoganizan y especializan hasta formar un fat conjunto de 
sli (220.000 mecnes),mubivdas en cas 250 lamas ¿ltrontes.cnda una con una función y deposición 
Concreto, en as Gntras estructuras cobro, oo, ara, crac, se) del reno complet La Blogia del 
Deamolo es un Campo e act Investigación y en ls lios años ss han añado ganes que contlan, por ejemplo 
a dgosición dorsalenwa 1 derchaloquirda de algunos Orenos, sn ambar, aun estamos ljos de conocer los 
mecanismos meleclares que goieman a organogénesi 


8 


9.5 RESUMEN INTEGRADO 

Para terminar, l sunt esquema rosumo Is str racosos metidos, recogiendo e una forma uniiada 
os cambios on la cantidad de metro) gore que sure la culo durant los procesos de fecundación, visión 
melisa y mía y io celular 


¡ 1 pl 
TEREASE muros 


lo ear, continua divisores mic de lolas omic 


Tema 10 


Organización del genoma eucariótico 


101. Complejidad dl genoma sucaróio = as 17 
102 DNA de copa única, emplo 0 no ropetivo a. 
MOS. DNA OpORIVO ccoo a a 
103: DNA repatawo codificar vo 
1011 DNA repetavo codicante agrupado mo 

2) Familias énicas clscas mo 

$) Fam mulzanicas de genos agrupados Mm 

10.12 DNA tepetyo coditcante disperso. amas muligencas de genes dupersos m2 

1012 DNA ropeto ro endícate ma 
10121 DNA tamente repo y agrupado. ONA slds m5 

10.112 DNA moderacamene repo y apers ma 

3) Bloques dapersos da repetciones an tándem DMA marasóle y DNA nacional: 114 

b) Repetones depersas: SINE y LINES me 
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En procariotas, psctament odo DIVA ase noma de copia nic y cdi productos enwcos (romina 
y RNVA=) Si embargo, esto o se cumpla en l genoma nuca de excadotas or ejemplo, se cata que ado 100 
It delta de 330 hb el genoma humano hapiide son codiianis, Además. l genoma eucaítco ss careto 
porla epeticón de secuencias. El objetivo de ste oa es. por ani, plaisar exi dstción ete DIVA copo Unica 
Y DNA repotivo y estudiar cn detalo eto emo on el genoma humano, El carácter coca, unque se nctjo 
También aqu, e Comprender mepr an lemas posteriores, al estudiar a opresión pnica (ranserigión, maduración y 
traducción Los aspectos expermerale que han parmaido la demostración de presencia de DNA repehivo an el 
genoma pucancico se desc l Mal del Capo, Basándose an oda esta miomacón, a poa abordar más 
Ecelante su aplicación problemas Botecnológcos en general y incas en parla 


10,1 COMPLEJIDAD DEL GENOMA EUCARIÓTICO. 


La presen de DNA repolto d agar al concepto de "complejidad" dl genoma, Est ermano se des como 
la suma de amados (pb) de tods sus secuencias rentes [os oct, as socueas repaso comazan so una 
vez) En consecuencia, ara un anno de gerona daño, mayor grado de repaión, menor compajóad” 
Nata: La intrracón de este lémino se puedo presa corlusin, pues Frecuentemente se usa con la 
capcn comin de a pasta complejdad, que pueda paecerconrana aa delacón atera, un gero 
on gran nera de secuencias repeds 6s aparentemente más complejo, pea por delnicn u Compejdnd” 
a menor Para var confesiones e sar entecomlado cuando se atera aa osticón especia anda. 


Para l estuso e a "complejas" del genoma humano, ¿to puede diras en nas categoras de DNA an 
unción desu repetidas y su carte costar. 
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Festa: cxones (codi proteinas o RNAS) 
odian genes 


Kegulador controla la cxprsión del gen) 


DNA de 
E Noentifcante | Inroneso DNA intraénico teclado eno de ls gens) 
[unción descamocid)| A imergénico (separa os gens) 
rado] Genes repetidos cn ándem 
Coiticame | PETUTado| Familias moligénias agrupadas 
Disprso; Familias multigénicas dispersas 
Aaupado en regions etrocromáticas)|Repetcones e ándem 
DNA Y lumen reto VONA tao 
ds a Dioquesaspesos de. | Minis 
colmo a lane 
mias | oir (porto el genoma) meca 
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A 
lspersas | Lin: secuencias Xp y otras 
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Acdferenci dl nue, el genoma de la mioconci, e tamaño muy pequeño (16560 sb en humanos. 200000 
vecs if al genoma nue apio), está Trmado por DNA codicate cas ens tl, 


10.2 DNA DE COPIA ÚNICA, SIMPLE O NO REPETITIVO 


Fonstuye a mayor pare del geromi, aunque on una proprción vada dependiegdo del tpo de organismo 
(100% en precancas. 80% en qucarotas nenes, 50-708 en animals superores) Paro de as DMA (-5%) 
Conettuya ls secuencias ón pones, que odian los RNAS y pitsnas cslulars, otra parto (-5) us response del 
Control dela expresion de axas secuencas, mantas que el sio, mayoria (-60%) es DNA no codificar, cuja 
Función xo, apenas se conoce 

EL DNA de cop senil fue considerado cuente mucho temgo como tespensab nico del concepto clásico de 
en: Poy sn sao que min ua paquena pana del DIVA reto loma algunos nas ucartxcos, como se estudia. 


DNA REPETMIVO. 


a comtiuació E oncoplode on. aunque ha sudo una gran avolució an cuca, para aceso más compácado 
y con múligos componentes. sa sque defiendo bajo un caro etrciament funccnal empra a reacón con la 
kansmizón de la alormacón desde DNA 2 RNA y desd MENA a rasinas.Concrriamerio, un gen e squala rió. 
de DNA que comprendo, porn ado, ls secuencias estructurales, que so anscrbon excusmarente en RNA (gión 
estructuras de genos de IRNA y IRA) o an e anscrbon en Un MINA qu 2 su o? a lugr una ptr, y porel 
to ls secuencias reguacors, que acluan en ambos caos controlando a anscrcón de las egonas espucurals. 
El nus etado de ls caracteristicas dels genes ucaraios se deja para temas ponencrs, cuando se analice 
su espe. 


¡Genes para RNA. Gens par roer 
solemos mmsenben a RNA, seran a MINA e aduce 
regidora regidora escorar 


10.3 DNA REPETITIVO 


Las secuencias de DNA que aparecen en copia múltiple. o DNA reeltvo,constlun erre un 20 y un 50% el 
total dl gavoma humano. según atoes_ Eta abundanci us a carsceriica alemana d a anorme “ompljdas 
e DINA suransico, Las secuencias repetdas, lara unidades de repetición 0 snplemen repeticiones, henen 
lamaños diversos y cada we se encuentra de foma Kéntca O casi dóntca muchas veces en el gerami. Eta 
istrución puede sar en forma dispersa por todo el genoma, antromarclados on as secuencias de opa única, o 
sen on orma agrupada localizada en pones corcroa del ctontsoma, En ambos casos, numero e ops e a 
ima de repencn vara desde unos cents o mlos(ONA moderadamente ropatvo) hasta corts demos (DNA. 


“llamente tepettvo) Esto cocido en muchos casos con una Guirbucen en foma apor y aguada 
Fospaciamems 


Una par dl DIVA repelvo ene caclr codiiant, os dei conter ía infomación para axoresr un 
producto funcional (RNA o prolina), Para el resto Co DIA togetivo o se Conocs una luncón cla, aun 
Postemente contribuya a manten la astur de ls Cromocomas. mientas quee ha legado y poporer que ana 
ano ses ONA chatara 0 ONA basura, un vesigo evoalvo sin turcón aciul Fnimente, dedo destacarse que 
“gunas de as secuuncas rupatidas no codiicames (coniotamart,1s denamanas maisoléts y mieetélo, 
un con funcén desconocida, tenen gran relevancia apcada on pruebas de idonicacón y esudos tamara, tido 
su varatdad entre midoos. 


La repettuidad del DIA ene probablemente un organ volta, Por un lado ls repteions agrupadas pueden 
surge po encrs ent relicación 0 enla recernacin genélca, Por ot, la separación anve pobres dopareas 
pued proceder de Tansiocaconas o ransposiconesComasdmias 
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10.31 DNA repetitivo codificante 

Se le lama también DM repatitvo funcional, es foma genes que se axpresan (aunque ro todos, como se 
verá) Su tamaño se stma enel 1 y el 15% del goroma. Apareco en lorma de tamilas e genes", cuyos miembros 
so carectarzan por su homología. al haberso orgnado mexane dupicacones (pág. 90) y veraiones de un gen 
cera. 


Tipos de DNA repetitivo codificante y ejemplos característicos > 


10.3.1.1 DNA repetitivo codificante agrupado 
a) Famllas génicas clásicas. 


g 
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entinen secuencias opedas que codifican un mimo RINA 0 proteina, que puede as! stars con rapaz y 

y cana, Son eemploscaaceriscos los gener de histonas y los de RINA rzozómico preducos amb que ln 
sil necesa en ran Cantidad (ecutrdoso ue ls hstonas deben siniizaro rapidamente un lane 5 del esoo 
celular, para socias l pues DNA procedente del teplación. y 6lrRNA supone el 75% del cal de FINA collar 


b) Familas multgónicas do ganes agrupados 
Adlfernca delas aterors, los miembros de cada fami son ganes con mayor dtersdad de secuencias. Se 

pecan incl en st grupo rs ups de fra: 

+ Aquélas con homología seo en paris del secuencia de DNA, que de lug proteinas con andes regiones de 
úsocuenca y estructura comunes (dominios) 

+ Famllas con homología escasa en las secuencias del DNA, lo que genero prteins con pequenos motvos 
comunes. cada uno de pacos amesdcios 

+ Grandes "upertamilis”, co uy dba homología e a secuencia de DNA y, sor arto, en a de las protivas, a 
pasar de lo cul Gtas mamienen una sia estructural (on pare de su molécula. dominos comunes) y ama, 
Felación unciena Los genes que forman cada superania paran asar elconados ovouamente, pere más. 
etants env s que ls membros componentes delas lamas anteriores. 


(653) Fama egos humanos dels atenas y de li 
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Abuparenta co) e gone de -lobina (0) cel cromosoma 167 


Ajeupaento city genes de P-alobina (65) enecromosoma 11 
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Como consecuencia de ls procesos evitvos que dan luar a famáas muliónicas,aparacen on ecuanca an 
«estas miembros con caractastca dferencines 


+ Copias de gens (variantes) can pequeñas eancias de socuonci, que oófican productos géricosluncionalos 
pera de caractrisicas Kgoramartodstntas (por oomplo, rencias 6 acid enzima, parámeros cnétco, 
Espociicidad por sustrato ridad por su Igando, te) Es comi que se ace de loma aleta la expresión 
¿ena or Vario en uncón de estao de desrolo, de dlesenciación cular po de teo 

+ Pxeudogenes. se pica ose Iémino (abreviado como Y) copias nactvas de un ge, s deci, que nunca se 
San, qlo in espese o sn Als Canerinan. aca se a pcs por 
inciaímente ra un duplicado del gun, Exiin tpos dvrsos de 
psmucopenes. en fercón de e so expres. al stos MM noir 
Procesamiento. postanscroconal el como de su org 
rol 


penes rncados 


+ Genes truncados. se rta de copias incompetas del gen. por e 
pesa de Una región tada en uno delos extremos (5 03) 

mn e e e a a a e a nos 
oran del inerir de la secuencia del gen (os han peroo ME 
os exemos) 


"Obviamente. sólo las copias incas (famtis cisiae) y las variantes conducen a progutos gánicos 
funcional, mtrs que ls preudopones, gonos urcados y tragos de ones parecen sa vestigio ovohulwos 
sn nc acta, 

Los genes de a gjoina consten uno delos ejelos mas represemavos de tamis musigónicas con genes 
agrupados, mplcada on una fucón lan mporante como es e tanapona de oxigeno en la coment sanguina, Su 
tuto tea consideraciones evlivs, de desarolo y Aleenciació,toguacin de la expresión gónica 
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10.2.1.2 DNA repetitivo codificante 
dispersos 


Hintas. que en las familias mutgéricas anteriores las ropticones se disponen agrupadas, píóximas an la 
secuencia naa! del genoma, an tra los gens que fomin la famila (copas isétcas, varas, pasucogenes _) e 
lecatzan de loma dispersa por el genoma, a menudo Incluso en cromosomas sims. Entre astas famils so 
Fncienttn genes que endftan prlenas de funciones vernos: enzmiálcas, reguladoras. de almacenamiento 
Fives st. Por ejemplo, llama de aocasa comprando genes tuncionsls y 2 pseutogenes,reparidos an 5 
«omozemas los ones a acia oman ora famila on gens y menos 18 pacudogeras 


lisperso: familias multigénicas de gonos 
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10.32. DNA repetitivo no codificante 


Esta es a facción dl genoma a queelómino DINA repattuo se rare de uma más habtual. Su lamas e 
sta entro un 20 y un 40% del DNA gonómico total Como ya sa a Indicado, se susawido en ds categorías 
mmadoracameri ropetvo. que ee ubica en Toma disposa, y el tamuntoropotavo, que además es apugado. Su 
“abibucón general en el genoma, puto roesentarso gráficamente Como se museta en la Ígura, pata dos 
somos represeniatwos 


CTI E E 


DIA repetir 
(redentor od yen 


o TN 


DNA repesivo no codifican 


pa. A 


10.3.2.1 DNA altamente repetitivo y agrupado: DNA satélite 

Supone este un 0 yu 30% el genoma, y sal lama tamión DNA repeiivo en tándem. No ete conundeso 
on el DNA micas y mieracatlto [ambos corsgonden l NA mederasamenterepewy spero, pg 114) n 
con los sados cromosómicos, as pequeñas masas cromatina qua forman sl extamo de is brazos ona de un 
cromosoma acrocántico pág, 88) 

Esto ipo de DA está formaao por units de pequeño tamaño (250 pb) patas en tandem entre mie y un 
ión de veces, con lo que el bleu epetión abarca cerca de ko ncso vans Mb, Tambián es carta 
Su localización agrupada en lugares especificos de vanos ComUtomas comesporcnes a ls fopiones. 
etarocromáticas, rinopalmente e omo al contromera y un los skómoros Sa cenccs el papal de ato DNA asalto 
nas rogcnesttomóncas (págs. 02 y 157, per aun no su luncn exact en sl centómero 

El nombre de DIVA salto ono un rigen motdológica: dedo su aa Las de repetición, e reglas de est 
po DMA pass una composción de bases dear ala del rsto del genoma. que es más promeciada, Cuando sl 
'ONA total se regenta or eempo, por Tsrzas ce cz) ys anakza en radenes de densas de CSCI pag, 137) 
Jos Iagmentos procedentes e a regonos de DNA estela que poscen menar densidad debo x man comiendo 
en GC, se separan de a banda pc de DNA lomando "danzas satilles" Cata una de olas corespande 8 una 
uta de DNA st lleno, 2,3. y). con sta secuencia de fopatcón Jo numero de repele. 
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103.22. DNA moderadamente repetitivo y disperso. 

Cosmo su nombra Indica, eto tpo de DIVA se atrtuye a lo largo de ocos ls cromosomas. con un número de 
repeticiones no muy elevado erro 10* y 10% Se sutsávio an dos estegoñas an tución de la forma como 5a 
Satin ls repotones, an par lug, gunas secuencias se repien en nde Tomando bloques, ls calas 
porecen de forma dporsa porel genoma El segundo tpo consi en repeions guaimarto dspersas por lodo ul 
Setoma, pero que no e agrupan en Bcques. 


a), Bloques dispersos de repeticiones en tándem: DNA minisatélte y DNA microsatélite 

Se dstrguen emos dos surupos en función el tamaño de la unidad de repeón.Consttyen conjuntamente 
nr 5 y 818% del genoma. Obviamente, a pesar dela simitud de nombra, no bon confundeso con l DIA 
Cati (04, 113), del queso Stereo por estr localizados de toma aspersaporl genoma, aunquo se asemejan a 
lenta presenciado ropeteiones en hndem. 

a imporancia práctica del ONA minisaélto y merosatto radica en su gan vartabdad entre inviducs, que 
porto utizaro como marcador rolecuar an modela orense, puebas de pateridad y diagnóstica de enfermedades 
Frcociies, estar aphcncions se deseen mer adolate hablar de polmesimo genético pig, 385) 


al) DNA minianélno 

Está fomaco por rapaconesde 10 465 gico en +C, agrupadas en tndem fsmando loque 
granos, de Centos o mies e epeiconas; sos bloques o encuentran eparispor do el genoma. 

Algunas de esas réconas, denominadas “DNA minizatlle Nperariai”, se caractarzan por su eloado 
polmoramo (derencias an secuencia y número de epetcones) no seo entre induce una ospoce, no Incluso 
rv los des cromosomas hombiegos de un indio, Sue repolicires, de 10.3 24 pb, presentan la socuancia 
Eonserso GGGCACGANO (onde N mpresata sust nuceduo), Este DNA as impor por las aplicaciones 
eredas de su palmoteno,procpamente la cbtencón de huellas de DNA, donde una sonda peral secuencia 
Consenso puedo Mtrdar smulaneamente con mlipiss Jo miistáos lores cisttuios por todos los 
omotomo. dando agar un esquema o atún de hiridación irte para cas naviuo, 


retaresmento 


22) DNA microsonélo 
Se apica cet rmino cuando la unidad de repación es toro 752, e presentan agupadas en tándem en 
oquas d hasta 50 repeticiones. tembián Astros de ora spersa por el genoma, Su polmorísmo se aplica 
¿guaimente para la blencón de elas genticas, para pruebas de ideniad y estuds amare 
Aurcue las secuencia telomáricas xa han cneficado anteriormente cono DNA repeiwo agrupado (DIA 
antáti), por u Ubicació en puntos concreos del cromosoma agus autores a consideran DNA mirosaléto po l 
ico de teens con tee arctastcas de tamaño, número y disposición e ándem elas repens 


b) Repeticiones dispersas: SINES y LINES 
De nuevo, la ont del nidad de repetición sede cto para subidos: 


bl) Secuencias SINE, 

Las siglas procaden de Sha nespersed NuciorEtemente elementos nueares dispersos cotos So habla 
comunmente de unidades de 100 500 pb, ropas asta 20 veces. Sin embar, el ejemplo más cartrisco, el 
Elemento Ale, de 00 po apareco sn l genoma humano entra 500000 y un milón de vecos, Su nontre sa debe a que 
Enero un sii ana para la ansia de restrcoón AÑ. Sn taa en road e una ara d secuencas, con un 
ds ds homología que supone por sl sola ardacor de un 5% del genoma, de modo que en promedo, exito una 
secuencia Av cada 4.050, 

Se cres que ls slomentos A pueden haber originado evolaivemente or la negación en el gencma de 
mútipls copias Vetroporenas)lomacaspor transcripción mersa de gen de RIA 7SL, un RNA cloplásmio pequeño 
[ecsia) componente de la parco de reconocimiento de añal (Ag 324). A pesar de la homogía (paria) de 
ciencia ls secuencias Alma eeron a unción de est SRA. 
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12) Secuencias LINE, 

En osto caso, sa trata de elementos nucleares dispersos largos (Long Inenposod Musa Etamont), con 
únidades de mayor tamaño, genealmento varos mios de t, ue so apen sta 50200 veces en foma dieras. Lo 
prnl lama INE en manos a corstujen lr secuercis Xp, ambien lamadas L 5 UNE: Se acusan en 


genoma de 1.00 a 100.000 repstdonos dispersas, d lamas comprencios erro 1. y 1 coda unn edo 7 
eras 


10.4 ESTUDIO EXPERIMENTAL DE LA COMPLEJIDAD EN EL GENOMA 
DE EUCARIOTAS 


El dosculsminto y aná de DNA reel que, como sha indicado, etomina la “compladad dl genoma 
eucaldico, se he basado fundomentaimente en lós técnicas de Feasociación GH DNA. desmaturalzado 
Esquerdlicament, eto estao implca los nglertes etapas 


bienes concuiones a compararla renturalzacón de disiios tos de DIA os convento que las 
moscas que se teasocin sean de enghus tegular Esto se corigus olapa ) Igmentando ml DNA ganinico 
medints sonicacin de la duolucón (ulracanicos de ala intensidad) o nacecila patas presión tas 6 
úrico pequeño, lo que eje luerzas de cala que fragmenta las largas moléculas de DNA. Igualmente, convino 
port de la misma conconvacón do DIA, on caso contano deve compensarse su valo cluyóndolo en a vara 
ot. lrmino demo  coniuacón La reasociacón so anslza (otapa 5) miindo la acción numérica e trgmentos 
que se han ruasocioo, en funcón del tango e templado. La proporción de DIA de dobe hebra e domina 
Fspectrototomblicamente. por oras tscrcas que dlerencan l DIVA de tra senclay doble. 

Como ejemplo de est o de esti, e musir la escisión de bes genomas Npottos sencilos (A, By C). de 
tamaño dlereia (1,2 442). entregmantos de Iual logias (10), 
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Para compensar e efecto que tencia la ta concentración inca de DNA en las muestras, se usa el pacto 
Cáxt en lugar del tango de reasccación, £ Este producto se conoce normalmente como “vmablo Car” La 
representacon gráca dela clica de ¡oaseciación seus, pr tanto, con facción o porcentaje rensociado en 
ordenadas y togarimo de Col en abscins, y e habla coloquialmente dels “curvas Cot”. 


AN 


ds Cp cl 
a 
e ad 
condo dep 
pa EUA 


CUANTA 
eel era 


none, 


dd dc 


RE 


lo deci 


los Ter) 


Do foma sr. cuando 38 alzan gunos reses las cuvas Cot reflejan a prosencia de secuencias con 
stato número de tapices Por ejemplo, para os genomas Upicos de un precaria (E. cal) y un cuca 
Fimano) se cesen, de acustdo conoceis d ineprelacó explicados, que en el prmaro prácticamente odo el 
DNA es de copia uc, mientras que el genoma humano poses un marcado componente repetvo, quese agrupa bajo 
oa tórminos "DNA stamentoepetto y "DNA moderadomerioreptivo 
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Tema 11 


Preparación de muestras, extracción 
y análisis de ácidos nucleicos 


+1: Obtención y preparación pralmina 
1111. Musetas e eps sos 
4112. Mueeras de susparsones cales 
1121" Cólas emtrionaras (dagnósico preparación] 
11122 Úguido rudo amo 
11.123 Clas de tglos sangra el 
M1Z2 Calas desarro medal ses adultas 
MIZS Muse bue 
1126 Seman 
11127 Calas en cto 
11:13. Muesras collares de igudosbioopcosentravascars 
1121” Liquido coloraquido 
1132 Liudor y devamas sorosos 
18.135, Ligue arc o snovar 
17134, Muestras notegcas menos hables 
112, Disocación dela muestra tisular 
113, Separación de cálulas ———— E E 
+31" Separación de cuna por modos desodmentacin y ciación 
FEST Contugación lorena 
11312 Cenriugacn en grant de densidad 
8) hétoos de aver Cenrlogación a rovés de un mado de densidad constan 
E) Centitugación zon ode velocidad de segmentación 
+) Centrtgació opina de equi ds sedimentación 
1133, Elunacón deriaga 
1132. Caracterización y separacion de cols or cioluormabia de jo 
1133, Separacionos decias de pos calas 
rias con parcus magnéticas 


ma ada 
1122, Recuento de colla vitls por corporación de un marcador 
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me a 


117 Tratamientos sccionales o complementarios 
11. Extracción de ácidos nucleicos por solubilidad en fases inmisciblas a aaccns 
MER Exvacoón del DNA, 
1182 Extracción del FINA. 
119, Puriicación de ácidos nucioicos por precipitación Salina ierencial 
11:10 Recogida y conservación de as muestras 
11.13 Procedimientos alernatwos: extracción o ana doctor del DÑA, E 
11:12 Fraccionamiento de áridos nucleos. 
11012 Ulracenmiugacón 
112 Centifagacn sonal 
11:12 12 Centiugacón sopieica 
1:22 ctas 
11122 Y Scpor paa la icrloass 
113222 Delcoón de ONA ta sy separación revelado”) 
11122 3catracón ela elscvotorest pera e cel del taraño de o rspmontos de DÑA. 
19.122 4 Electores de campo púsari 
11:23 Métodos cromatogrifcos 
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Las secas devas de la Bcegía Molecular e Inpenaría Genta se liza de foma cren tato con 
nes básicos come spicados fundamentalmente a legnóstco co, pariendo de muesras biológicas muy dtversas 
Eo requiero la ostracón y ali de RIVA y DNA y. en 5u caso, patin ovas macromeléclas, Todos estos 
sports. como en tdo proceso anglico, e desarolan n es ases 

+ Preanallica, desde a oencin y preparación preliminar de 1a muestra nica! hasta rnspor al aborto 


+ Postanallica o de validación tácica del norma analice. A conjunto de esa fase yla preanalica se lo lama 
la ara nalica 

Estas fases, oy da condicionadas poros conihuos avances Incógios,instumanals, de atomatiacón 
intormácos, han gado al asado de cesarrlo que pundon a vecs enmascarar el carácor cien que subyace a 
odo el proceso analtic. Dent del planisamieto o sae tx, comspondo considerar solamente y deforma teve 
los aspactos esenciales dela osos proanalic y anaica. Los deatos concretos, descrcs en Ros espocitzaos. 
ú¡olvelos de torno, ton tito d esti leóren gro durmt los portxos de formación y de ejer 
Erotenonal o cinco en diversas bras de aboatoro, Aunque def elmacón y ortenid (par jempo, a ecos 
Cama procesado de la muasta al peparacón peleo, pero tas se incluyo on nta lr loe analitica), 
bas fas 0 nan negyado aqu, ara su descpció, jo un esquema unificado dende o intra reune odas ls 
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Estrceión del sida nuca 
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posiicadas, aunque ésas puedan na darse smulneamento e a salad, Se osabco as na sono ds etapas más 
S menos conssculvas, conectas ent a, e e cuslos es aplan énicas muy veras, en censores sanolis y 
comunes, aveces muy complejas y ospoccas 


11.1 OBTENCIÓN Y PREPARACIÓN PRELIMINAR DE LAS MUESTRAS 


La muesira collar se otro y prepara aparte do órganos, hegos o fuidos biológicos, on frcón dl ceja 
perseguto (cinco a de ionifiacón de nave), bo de calla (somática gemma! 150 de genoma [nuca o 
mocondnal, po de ostudo a tesizas (sscuenca de genoma. genes. prosuctos gico) le. En cualquier caso 
ota empiarzs conicones que grace lcd dela muestra hemo a las versos variies que alecan la 
ase presnalica (recogida, anaqulate empleado en su caso - manipulaciones para la conservación, transport, 
)/ En gorra la preparación prior o face spidamente ar la Ublencón (sento de Y hora. como miro 
24h) ela muestra se manto congelada hacia que oa al aratoro 


11.11. Muestras de tejidos sólidos 


Normalmente se cenen mesiate biopsia (néodo inusio de recoge blo condiciones qurigcas, de 
ts pornos de leo de un Crganiemo NO. con fines dagnóscos) Se oran e rss de samp. Jasa 0 
nidos acompañantes por lavados con dicción sana fobia fa y »e envan al arar, según los aso, 
rufiguradas o congeladas, prlegis Con Melo, ave camtónica 9 ntróJeno Iiquio. La lección del lsdo y tgo 
xtracion depond de muenos facies. erre Gros, Gonerido en DNA. Tnldad del estudio, o necesitas de 
“mpifacón por PCR de pequeñas muestras. En ocasiones se parte de tjóns Nodos o de DIA antiguo 


Taracaisicas generals de as prnepales muestras de tos y Granos de sdulos 


Tejos tumorales —— Para alzar marcadores de membrana (gcopraenas, repr, se) de 
cios ecepioas hormonales ec y de elo (oncogenas 

en 

Tejido muscular —— Pobre on DNA 3 Img) para ersiepats 

Tajo intestinal —— Para onemopalss 

Extensiones de piel Pobre on DÑA 3 ma] Se chee de 200 na velos 

Fede pto Cangas mina de DIAS agrai)_con res orenses. Ide stud 

Huesos. Pulpa de os donas méd de cvs esos, El jo s90 e ua por 
más cos 

Tejos ados ——— Muestras anstomcpalcógcas Hadas con Tomaldaido [omo 

Tejidos Incuidos en — Sa debo iminar apart empleando disolventes, or ejemplo dano 

paratina. tono 


DNA antiguo (rotos — Intrés arqueológico y antropoñarco, Debe evtarss a contaminación por DNA. 

humanos y arales) _txtgono e iaxdors de Toa poleras (qu aean  málita por POR) 

DNA atrapado esca hace milones e años La rusa vogulal Fembar) mantena el DNA em 
precio tado 


111.2. Muestras de suspensiones celulares 


111.21. Células embrionarias (diagnóstico pre-mplantación) 

ES 00 ferlzado orgia en el teo por sucesivas moss estuciuras de 2, 4 y 9 clas tolptentes 18 
Aastómeros que foman la món) y luego de 16, 32 y 64 cóxlas plungotanes, esa Úlima ostra se tama, 
blastcsto e Blosrdemo, y a parir de ela se nic el Jenaro, Para Denia 4 el embrén es ponador de Un 
trastomo genátco se puedo obrener DA extrayendo Y 6 2 lasometos o que 1 alocia al desarllo de as ras 
Ela dela món) 

El stasodormo pasa a fomar una capa eatama de colla (vootaso) y una maso colar toma (blstcet o 
saco veo primitivo), A unos 5 días e la fecundación se produco la plantación, cuando el cesto ineado la 
pares del endometo (que tevite nomament el dro), caro luar a la maduración e las velosiades congnis 
ue peneran en la pacania para pera la cecuación letal Las cis de un polo el blarocee organ os sacos 
“embrionario y vilno, mtrs que el roto el sstoco loma el embrión Do la masa catar que confusa 
úlmo se pueden obtener cáhéas madre plunpatetes, de eeusdo rss potencia para aspantas, puse pueden dr 
lugar en cuo y cl especiazadas e distintos Eo, 
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111.22. Liquido o fluido amniótico 


A part de la 1 somana de gestación el embrión queda pmtegio al asar inmerso en el Iquido ammiéco 
contenido dentro de vna membrana amada saco ammibico o arms, La compostión del Kaudo amniótico, cuyo 
volaran lega hasta 1100 lg, opone de un equi dinámico de nercambis con al feto y la mad, y 
contno cells eptalls que aporian unos 5 ng DAA La obiención de Una muestra, meat punción abdominal 
“través de la pared de or, se denomina armiboenesís Éta se usa a ari delas 14 semanas d gestación para 
demnóxico prenatal de aromalas Cromosonxcas. anfemedades mulib las congénass, delas da desaralo 
(madurez pulmonar de Ito estuco dl exo, ele. Las muestras del 5 mestre sien pora vlear la gravedad de la 
erratas tea y padece lindo de dsd respratona dl neonato 


11.123 Células de tejidos o sangre fetales 


¡Como amaia al iqudo armiéteo so ubizan muestras de vaisidadas coriónicas, op tal recente dl 
corr (memtrana más uste del embrión, que conacia con la gaceta), Estas constituyen ta mejor fuente de DNA. 
Fetal Se obbenan por psa las -17 sonas de gestacón y han o er culivadas 

Se puedon obtener también muestras de sangre Vta, den dal seno mateo, empleando ds procedimiento: 
La letosceps (método simuar a la endoscopia, vo ari paa esleradón co posa loma de muestras) se ¿tiza 
ar a 10 y 23 semanas de gestain, para determinar homogiseinopaias. cosglopais,enisis de canto, ec. 
Una tcria alemaica más sono, la Corcniosi  Juncuocontsi, permito oblanor sangre ola! ectamento de 
ceniónumblcal al 3 bimaat de embarazo sus enructs nucendos] y nichos se zan para diagnóstico prota 
kn ineterercis conf 


11.124. Células de sangre o médula ósea adultas 

Las muestras de sangra perífrica son las más orieadas. comúnmente de sangre venosa unos 40 yg DAM) 
recogaa sobe anteoopuante. So liza l fracción cau tal o sus ditiis os, una vez separados por alguno de 
los mátocdos dsponiie, en aspacia la contriugación ten sus derencias de ama densidad 

Se utlzantamtón manchas de sangre, queso cenon de sangre Tscógca (ul, dedo.) scada sobre un 
papal ataron, Len de ungen acidntl (prendas vehicles. La marcha e raspa y estr por lavado 
Con dsctución amina Se vtzan para mtatoopats. dedicación, ns forenags, le. So pueden desaca ls fajas 
Gi, para degnéxico noonalal y las tartas de papal FTA, mato especaimante tado on l que se saca la 
sarge, e ican as cóluls y se seraen sus components, quenando Tio eacusvamante ol DIVA. Estas loas 
poscen a veta desu fl transpor y conservación 

Las muestras de médula óses roja (atv an homutopoyeis) se obtienen, bajo anestesia cal, por asitación 
recinto unan medular, generalmente en el steán o an a cadera, Usandoso para aveeraciones ClobgIcas al 
roscopo y studos gendices e stolegces. 


11.12.5. Muestras bucales 


Los mepados y orjuagues bucales. cerdos por métodos no Inasnos, con cepllo susvo 0 algodón y 
¿tectcón salma, condenen ólls pil de descamación con sutcente DNA genómica para su detección, previa 
ampliación por POR 

La salva os de so creciente po su facad e obtención loma deca presencia sobre piel, sets, olla de 
úsganto, ste) Las clas plis que Incorpora, procedentes de descamación, pueden aporar canas suben 
e DNA (099 on unatoma de muestra con scpo] para su analisis con nas forenses estu dela atomidad 


111.26 Semen 

Contena milones de espermatozoides (57% del vokamen tata con 1.3 pg DNA por cála) ommados en los 
stos. en auscunzón en ina Inecin Inuida de secreciones de las vesculas seminales (50% en volomer), 1 
pronta (20% en volumen), las gánd las bulborectalos y el pino, So recogo de varias maneras, sor ejemplo: 
Jon presario, pra asluds de funconamieto dl taco gent! marco, marcos de triidad, le, () por 
aspiración Areta 6 la vagina, para Inestgacón cminal por atesión sexual  () or lavado alo de manchas 
Sucas en ropa, pel po, so. Las muestras fuscos se doton anar antes de 1h de su recogida, manteniéndolas 
demperatura comore durant su orante. Los esperatczicas so puecen separa del eso e clas (que Inle 
lan dela vita, on casos de asolo sexual) medani lis lerencial de Gta Con SOS (dodecisulato sódeo) y 
protinasa 
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11.127 Células en cultivo 

Las llas atadas oprocdetes dm toos danos dsregados es pueden culber en mocos especiales El 
tivo colla constuyo po se un dra do estudo Independnte. con requesmentos espacíaados en mimo a 
Supo, pecadimentos, sustratos, numenes y lacires de Gsecmieo. st. Pueden cars como ejemplos neos 
xicas cóncas igenátc y metacamente uncmes con la ela mii) y cultos de cállas de ndo, con un 
potencia de apicacn como alematva al aspante de organos y teo o para a eparacón de tesanestsáaes. por 
ero. ferbiets y queeatnocios pra peparar parches” de pal arifial (doma y epdnmmis, rospocivamant), 
epatacos para parologlas hepáticas tominals, y cólls de misc par eines crticas 


11.1.3. Muestras celulares de líquidos biológicos extravasculares 


Se incluyen en sete apartado algunas mueras con its clgnóstico po sl mismas complementario dels 
amorr. 


11.131 Liquido cefalorraquídeo 

Es un fuio resulte de la tración del plasma (de ai su analogía en composición) y que recoge los 
productos de desacno del meisbolso cerebral Se encuentra en dos compañeros quo recubre l cetro y la 
mesita espias, comunicados ene sel sitema veninulr (30 mi) y 9 ospac subaracnideo, delimitado por ls 
membranas plamadro y araencdos (120) Se produc y rosso conimsamerto (con un focambo de 800 mia) 
nos ventículos delos dos hemisteros cortas. iv como sopor poletr del sistema narvso contra, par que 
“fot” elcortroevtando su apoyo dreco sobre la suport sas. Sa puede oblaner una muestra por punción Junbar 
Aunque su aspecto normal e ransparenta n concicenes patoegcas aumentan uti: por a presen de célas 
(esencialmente leucecos, etactos, mierccrganismos. te), en unción dl to y gravedad de la enfermedad, Sa 
za paa detectar nfommpdas del sema nervoso Central, e como para deca marcadores lumorales 


114.32. Líquidos o derrames serosos 

Se lecalzan ens cados dl cuerpo que rodean os ¿xganos,deiadas por dos membranas, 1 parietal 
(extema) y a iseral inma, supere del rgano), Estas membranas en formadas por edo comun y na ca 
ed de coplas senguines y Iniacos, a Vavés de cuya pared se fura el plasma Cuondo Se anera es balance 
Iirostáio u csméxeo, de ah a nsigía de composición entr plasma y lqudosserosos En la práctica cnica, se 
siguen dos pos de ulralirade ransudados, de csgen no amater. con ocas callas (manos de 30D), y 
sucndos cobos a derrames siemaloros y Con mutnas colas (mis de 1000Im], Las muestras, nommaimente 
"ransparertes, sl s leman en sacos anormales, presentando antoncos un gado de turbidevanablo on unción 
e su contado an lucoctos y ertrecios, undamontalmerte 


Ez uscacón cOn so porcion porras 
qdo paar y00 catador non caro 
quo peu IDO cial acenda Joe ponete arc 
aora) dla poetico 36 saco pa) 
Cortes da mueres pos y inc cn en entamidas anat. 
a e 
aqua parerdco 2050mi — — enpaco arco aaacons 


¡Se usa con menor frecuencia, ya que presenta ms compleaconos que ls antaras 


111.33. Líquido articular o sinovial 

Es un lrafirado del plasma, Vcoso. con un ao contenido en prolinas y cido Mialonico cazado am la 
cavidad rula para conlers un caracte lucate eme a la econ opi de ls aricuciones rante al 
movimento, Con Un volumen normal 1 4 su conterido coll one ers lato mn procesos mucánns como, 
an procesos ntamatores patológicos arias. Se cttene por acentos, es dc. aspiración Vas punción en el 
espacio arar 
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4. Muestras biológicas menos habituales 
Puan contener calls y, por lato, DÑA una serie de musstas de nes a casos concretos: humor scuoso 
(cámara antenor del eo). pavor vireo (der del) lágrima, encon (ubo espiral del ido memo) y perla 
(canal dl equino) moco concluidos otr, oviuctal y np, Paces, secrcones nasales, fas. 

La orina, que normalmente no contiene cáas, ee USIza para meós de metatoltos on entormedades 
Foroditatas rolaconadas co e meabolamo e los aminoscdosoncetonua, scaporur, cotorra de aminoácidos 
ramlcados, sima, le. de as ases putas (gota) y pirmitinicas (accua ora), del grupo hamo (pora), 
Se 


11.2. DISOCIACIÓN DE LA MUESTRA TISULAR 


En los topos, las cóblos o oncuetran atrapadas en una organización tidmersional, con interaccionos 0. 
hesinos lata arro las como sola mat etracoha (gl datado Forado or Mrs palas omo colágeno, 
Y eacanas ghcidcs compases) El mejor endemanto en cuanto a dacciacón de cánizovables se slanza par de 
tapados filos o noria. Puedan señales rs estrategias 

Fragmentación mecánica: Mediante co, tocoado o ituao de la muesta arial en cislución 
“amigo dp, para bene aulas rviduals o agents tur pequeños que falten  ttencón 

Disgregación química: La rotura de la matiz extracelular y delas uniones nocoats so suelo sestzar por 
homogeneización Rcltrica o por soriacin (exposición a uraoridos. ondas sonoras a acústcas no prcidas porel 
id Numano por poseer una cuencia super a 20 XHz), generalmónte en pesan de deergemes (nicos, como, 
* odeciulo tic o SDS, no nico, como Tueer20 y Ton X-100 La almnacin de catones dialers, en 
Fspacia el Ca”. (con agentes quests como EDTA) lambién desestaiz la chosión de clas ante sl y con la 
rn exce 

Digestión enzimática: Las reinas de la maiz 5o digaen con rolas como colgonasa, protinase K. 
popana o psa. Dependiendo del po de muestra, osa digosón puedo sequert largos tempos de incubación (por 
emo, llas en culo aces de palo), 


11.3 SEPARACIÓN DE CÉLULAS 


La obtención de muestras cellaras adecuadas para la laso analica requiere vagos procedimientos de 
separación. rccionamíento y caracterización, basados nomimonta en a propieddas de cada 150 solis asen 
sn la mumstra Su sición mn stis stapas de ls fas preonaca y ansia depende de muchos factores 
muestra de parida, gto de separación Geseado, conservación de la viablia, operaciones y fercas a aplcar 
Pomercmente, ex. Además ds los mófados. más <omunos, que ae exponen a contuación, emiten 00 
Erocadmanios aspaclicos, paro que no han alcanzado un uo gora (or aeplo reparo en sistemas Dcos 
Acuosos lectores de ful Joe, le) 


11.31. Separación de cólulas por métodos de sedimentación y contrifugación 


La separación cslulr pueda hacerse por sadimentacón a gravedad unidad, bajo la fuera de la gravedad 
temer. pro la Paba e acelerar l proceso momentand muchas vecs est urza medita la cetrugación. Al 
rualzars deta en al seva de un mado lquio, a separación no so depende dela fuerza Centriuga, sin de oros 
Factores que modifican a sedimentación y que dopondan d as cracaisticas e cla fo paricula a ganara) y del 
maso El sanunto der a velocidad de sedimentación ela cáula 709 123) 


11.314. Centrifugación diferencial 

Hormsimonte, el planteamsento más sencio es a separación por contriugación, comenzando con ves bajos 
de 9 lomemitgacón) En la práctica. sólo se puedon separar as cánls que muestren grandes diferencias de 
tamano. manos de 10 veces (or ajomplo, plaquetas, mucho más pequeñas que las retanios célassanguinese 
Por ejemplo. an l cazo da sangre Con nteosqulnte, a 2009 los erpoctos secmentan en la zona Inter, 
Ieucoctos apórecen en a inelase y queda como sobrenadante un plasma seo en plaquetas (PRF), Se puede preparar 
lema pots en plaquetas (PPP) emploando mayor vii (alrededor de 30009) 
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1 Recuérdoss 
La spuració po cengcón dede de amas cl md aio ego del a, ad e 
oo dre ell ment del lidad luz pa ola o o) 

memo. 
OR 


AS 


IT cación grata una === 0 cm 
3 voca nc el msn velo (rn) 
Ezra dep mido cm po mide bo de cet eje de ció (em) 
E pco noia nino faena) 
pode edimenación idol can 
in eri el mami e pcs nt = glo car e ta 49 et) 
q void angle pel meine sde ción rdarca 
Vlad depp o So po os (0 20) 
La fura cti lui epi en fama de linde la Mena de gs, ii 
sants nr cria ea (ECHO. nta s demi mes de “gs ys mi 
ATA 

eroE a Dat 7 

a 


¡Si coma cure vormalmente. Y se mide en revoluciomeimin pen) y xn ct ne pueden expresar como 


A 


y en corsecunci el valor anterior de FCH vino dado por 


A 
Habitualmente escrito como FOR 1. EE) 


mes 


Ejercieha resuelto: El nde y alcanzado en un roer de centrifuga, de 3 cm de radio, que 
po ua sloidd de 10.000 sp e CR =D <5 09.305 500 


La velocidad a la que sedimentaura cola (uta puc) e un mado quo vie tina 
porta Ley deus: 

Velocidad de setimentación 44 Pa FOR 14 
colas varits medies en oms (on) gen O) 
Es decis popa Lutz onrWaga genera (FCI), al tm el calas adi, e) y 
“irc eel densidad dela cla 1.) y la del mao de suspensión (P) ys imuersmee 
prporcomal la ico el medio) 
Las popidos de edimeración de una cala o paicul se dicen a merlo mods su cuece 


sde Co y Mloidd de sedimentación 
occ de psienació == “bid desert 


preso en unidades Suar 5 = 1 segundos 
En algunos casos ye cetiag en un medio con el que previamente sc formado un grado de 
dsd crcine Jaci lapa inferior debo. En ee uo, cl sedmenta husta que la densa | 
“8 meli es ipal ala suya propi en cs puto, la velocidad de socirmertcin se hac vero yl sala 
o sienta más, e ec, acazado sx 
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11.31.2. Contrifugación en gradiente de densidad 


a) Mélodos de barrera: contifugación a travós de un modio de densidad constante 

Para conseguí secaracions más siaces (or ejem, la 8 ls leucocitos respeco al seo de ns ollas 
sanguíneas) se conilza la muestra Sobr un letra de denidad Inemeda env La e os pos coles que sa 
queen separa Se empican para el medios caes cono Fiol aque, mph y oros mucros, ommados 
onoralmente por meras de Fl jun posando ante) y metizamid (un Compuesto amtécoyadado) 

¡Se dispone de varios medos con densidades adecuadas para a separación de Ios ceares conri; por 
ycogveo-1 077, para cóllas manonucieares, Nycoprep-1.058. para” monactos, Polmomopres para. llas 
Polmoronicientes. 0 NyCOpre-1 63 para plaquetas. 


=Me 


meli de densidad 

¡meda Mide 

ponen 
Temes 


b) Contritugación zonal o do velocidad de sodimentación 

Para separar tpos collares cuyo cosidente de sadmentacón ere poco (pat, Infos y manoctos) es 
rocio acuse uso de medios que lean un gradiente de densidad, lo quefavoreca la concentración de ca Ipo 
Estar en una bands o 2002 ash, or lo, esa lécica sola denomina conalgacin sonal El grade de 
densidad sa genera, atos de añade la muera [gradente preormad), mediante vais dnlucones de distinta 
corcentacón de un compuesto adecuado (Fell sacro, amina, suero lll bovino. La preparación puede 
acarse e foma manu (dando lagar 3 Un grace coria) o empleando un parao fomader de gracintes 
(grana contro) 


Gradiente preformado Gradiente autolormado. 
“Gradiente discontinuo | Gradiente continuo “Gradiente continuo 
ce. 4 Ñ AN pags mada ose .- 
A A al ceci 
ende SON y e hemo e AS 


dll 


a en 


lun pequeño volen de muera e depois sobre l grado y s cetitga a avoid canto un tempo 
coro, Mabitusinecte o empis un gradiente cuya densidad máxima os nero 3 la delas cálas. con la que éstas 


kspormeluzcides vabez, separar cols vibles y no vatios de todos desapegados y muestras con cáas 9 
Span, te 


e) Centritugación isopicnica de equirio de sedimentación 

“e pueden separr clas en uncón excesivamente de nu densitad empleando cr variante de canruzación, 
amada opio palabra de origen griego que sigaca de qual denstiag) Se roalza tambi sore un gradiente de 
densidad. pero an eso caso el hempo de centilgacón as lo stcentemorte largo como para que 5 alcance el 
ultra de secimetacin loto la fuerza Cenluga, el empuje idostátio de la céa y su difusión), Para 


SEPARACIÓN DE CÉLULAS 125 


consegui. se usan gracienes coívos que cubren ogo el neral de densidades delas clas; en el one del 
luto 1 densidad del med a de ser mayor que la de las clas ms densas. De sia lona, incepondietement del 
lempo de cennfagacn. lar cólls ruca sedientarán en el fondo, so que slcanzan una postión esta 
irlemeci enel presta 

Can una veran pecar co msta cnica se consigue pufcar ocios de su mezcia con montos, 
aprovscnando la capacidad de estos iras para Tags mcresterasde or coo. co o que su densidad a pace. 
rtcaimunto muy sapenor y seentan más abajo del ubo 


A 
mu L 
: a d I 3 
E Pas 
ice een EE 


Fu cra edita a cn mes 
ii nep SE E e a 
cone macrmderar — Aplai paa de 


A 


11.313 Elutriación centrifuga 

La altiación consiste on la soparacón do colla (0 pariculas an genaca) de acudo con su velociad de 
“sedimentación. El prosas orinal, constete la feszación de idos sucesos de secmetación y decantación 
ls facto per a inorporacén al sema de un jo de prolo mex Iiquito de suspensión, en send contrario aa 
«ecimantación (contra la ravedno) Esto lu fiments comtnado pon leo dela feza minga, dardo logar 
ls madaldad de oatración de mio uso actual, la eluriación cenriluga, dul ls llas eo von sometidas a dos 
"hartas opuestas! por ua pare, la fuerza coma y. porta, la fuerza de arasto por al Tujo continuo de med en 
o coa 


a 
A ip la 


E rosso es un méodo versátil, rápido, aca y rellvamentosusve para separar subpoblaciones cetuares 
según su tamaño pat d una mezcla on suspensión. Admtonúmorosgrandos de cóas o, incluso. pomo obtener 
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una mayor proporción de cétas vatios respecto ala muestra cin (a separas las cóos nadas, de asta 
densidad), Se aplica para obloner gran dvesad de subpoblaciones andiqueccas, paris de poblaciones collares 
hepátcas. llas en proeracin (snoroizadas en (ses. 5 1 0) células sanguinea y los pos Collares 


11.32 Caracterización y separación de células por citofluorimetría de flujo 


Es toy dla um métado de separación Importanis an Investigación tiomádia y en es laboratorio ic, 
úspociamene por u capacidad para land automático de suspensiones Collares. El insumento empleo o 
basa en el anspono de una sispensión colar (chulos sangunano, apindo medular, tejidos Gsocados, 8) 
impulsada por un Tja de solución etéica, al punto de medición o cámara de Puj. En a aplcación habs, la 
¿tometia de lujo alza y separa ca proimento madas coy un fuorcromo, 


hast Fruorimetria:fondament 
Cies moléculas pscen a portdud de ser owescontes, ex dei, couciad de bsater 
sra de na radiación clctromanca uz visible o lavo, que ls pasar 8 un aa 
elec excitado desde el cual vuelven lugo al estao femdamentl Enea cnrga mié cn 
Jima de lar Como la cera dela rain econ ema es sempre aa 
ondo, a omg dema de au omita s spero lala de la laz sinrtda 
PEA A 
¡poción y xctución respectamente) 


Cad compuesto co ea pepa, 
¿enomtrado Ario, posee espectros 

ractrinicsdeoxctción y de omisión 
(el de xcución s mal sir 
al deabsoreó) Si ademas su 


Corre denomina esco, ets 


es olreze la posta de detecta iris moléculas y células en muy peque cantidad y sin los 
gos acudo dl marcaje con topos ductos. En concreto, enologia Molecular suiza 


prinipalmeme dos pos de Iorocromos agents iecalats que se unen al ido uceco y 
Linera ques detectar en glo de clocuofonets y sradirts de desa als como Iomun e 
«tii, naroj de seria y Estranis Hosts, y Miocmos mios deforma covalente 4 sondas 
Se utralain y a ostunes de POR crece, ojo Tas mas lo) 


| ES empleo de Duelos y Morocromos como moléculas marcadora s de una gran uidad. 
| 
| 


| Aa detección e pued realizar men: 
|< specrotaninety lector demieplacas: mina Mescercia prometi ea musa 
| ¿dende ecc pd dm o renos pi 

| 


+ microscopio de boresceci: permite observar secciones de tejido cóllas individuo, de 
Forma ricota 


| atento ej: pm medir solas indice, deforma canti 


El procodimionto de cemotía de Nuj consta de dos etapas. caractrzacin y separación. Do hecho, algunos 
A rstrumentas(onalzadores) ol tez laprrera, mientras que aos eaafeasows) son capaces además de lea 
cabo a segunda 
da) Caracterización e a población collar anaiador ctómatro de uo  ciotuorimato 

El sitema consque que la suspensión collar gue en consiciones de Nujo laminar, mando un choro muy no 
que. como consecuencia dela Gucin, coseno as cáasinviuaes en sucesón Estas pasan as de una en una a 
avs de un haz lorinoso láser, cuya lorgud de onda pormus la exchacón de los marcadores Merescentes 
incorporados prenament al cólo. En uz emergente de cada cólla e analiza la duporsón yl ntensidd dela 
uorescencia (emisión 


Fran med Propio colas aladas 
Dispersión tonta de auz Tamaño (Sámetvo y razón de vounon nucloocIopaama 
otuccón) FSC. 


super calar o ion 
colbrates sendas que se jan al DNA. 
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Antic 


b) Separación de células casicador decis actvado por fuorescani (FAC) 

La comme de qui, tas pasar por el punto de Gtoccón transforma en ua sucesión de gotas muy 

“ganeaimente, como tonencuncia de una viracón aplicada por lamopidos ala cámara de jo), las. 

tenen como máximo ua sola cla, A memo omo, en luncn de ls resultados ds anal aer 6 a 

él, ealicador pica nlomásicamante » cada gota un pulso de vaaje [nv 250 1150 Y) que le proporciona 
na carga ccrca, 

E usuaco def revamenta el uso que se ha de aplicar cada gol . por lan, el signo y cuan de carga 
que adqura), en función de etevos ste los porimatns del ani en sl climeto El Stema Infomática que 
orirla analizador y Csfiacor permi a dectlón an el breve ntrvaotrmscundo ent el pas de cada cla por 
«detec yl formación de la gota que la comiene Al mismo lempo, tos los dos decada cáulase almacenan 
aras estuco postor 

A continuación. las gotas cargadas pasan por un campo eletio, donde se desvio de acuerdo con u cara para 
ser en Gstnlos tube de recolección de muss, de eta manera se consgus la separacn e subpobucones 
sitas de acuerdo con o tes dedos (comuinacio de tamaño, euucuracin y Iuorescencia) 

Como meros ejemplos de las inmumeratlos apicacnos de esta tcrca so pueden ca: a) El stcio de la 
“supero callar on anticuerpos monocionales, siendo postio selecconar una cób, con un antizono spacio de 
“suport, de ota 1000 que no ls tangan y casar mios de clas por segundo, 1) La valoración del contri on 
DÑA y RA de una olla pa), en estudios del io cell) 6) La determinación de su orma y tamaño, por ejemplo, 
en mais. 


11.33. Separaciones directas de tipos celulares 

Aun alero un caso paria, edo uso hau y no puede dejar de mencionarse la posiblidad de alar ces 
pos collares gracias 2 su tendenca a schsrss fuetemanto la supari de un sopor do veo 0 plato 
(nenosión celular) ganaramanto la propia placa de cultivo 

Con alegada delos anticuerpos monocionals este pogo ss pudo amplor a prácticamente cualquier po de 
slut. La possdad de dispone de sis antcuerpos ha contanado rablement sa separacion clas 
latoraino cnic y de ivestgacón. Su esqui selctdad enla uión a epiopos antigónics dela suparíio a 
permiido diseñar métodos diversos para asia y caratetza de foma dicta ls iros celulares presentes en una 
muzcla hoteragénaa. Estos métodos puedan apicarse, por ejemplo, paa defrr as céxdas trasplantar en caso de 
eniermadados graves (có precursoras de mécila 6502 ovtando cólas Y maduras inmunocoresteries), ara 


Como ejemplo angular de ave la mula de varanos dosanciladas, so comentan a contuacin los mátodos 
Basados an e/uso de micvesferas magnéticas 


11.331. Separaciones por afinidad con particulas magnéticas 


depa 


[Marca márecio] 


AVE 


EM] [Marca crecio] 


Nomina pido, 
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Selección negativa: ener am a li e din ci 
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Estos procedimientos. de gran sanctez y por alo en expansión actusimente, hacen uso de miroesteas 
“spontias comerciaimento en vanos tamanos [ente O y 10 ym, es cx, menores que ls cis) y con stas 
posiicades de alcacón, Esún feemadas por un materalsuporparamagnáto (Gio de teo) recien de una 
apa fina de un polímero plástico que permi a sdsorcn aa unid covalente de sintas moleculas, Frecuentemente 
Se loe une un antesopo, para Tomar anicuspos magnátcos o merostoras imunamagnótics. bien andina o 
stopiaidna,protunas ass con gran sfdad poe a ciao Inirvosoas magnóncas e afidnd) 

"Más adeane se exponen apicacones sims de mstas misses mognétcas pora la oxusccón recta de 
cidos clio 


11.4 CARACTERIZACIÓN CELULAR Y MEDIDAS DE VIABILIDAD 


Er mpotane proceder an esta faso presalica a la coracteizacón de las cóllas por alguno de los 
procedimientos dones an la Biologia modema: miroscopia Óptica, como pun de parida más obvio 
microscopía de contraste de fase, en paralelo nl aero, ara cOseror con más detal La supero collar. 
microscopía electrónica de barrido (SEN. de scanning olecrn memacopy), para defina 1 superios catar y la 
Filuleza de ls intraccones coliscohl, o mieroscopa electrónica de transmisión (TEM, de tarsmsson 
econ mroscopy, paa coser conos colases y examnar los organos o iclcnos. También se caracterizan 
lar cllas por itometri de Mule uso de meroestras magnéticas, Incas ya comentadas. 

Es gusimente ponme conlimar el atado vial de las muestras coses durant una or etapa de a fase 
preanesica, El concepto de viabilidad lus a la capacónd de una cóla para realzar sus procesos falológicos 
oquimicas, especiamente an o que meepeca 2 3u mutabolimo Y 34 capacidad de dusión Si embargo, en la 
prática el témino es relato, pues e iz con dueros ceño. or ejemplo, es común que e hablo de vidad 
Fatrndososirpimente nl grind e a có ban a 4 acIvso maLolEa o, Insane. su capacidad de 
vaio (orllracón) Para lodos eos exar numerosos ansayos de viabilidad. los mós empleados son 


11.41. Ensayos de exclusión 
úCosespondealrecueto de chas queno incorporan un colorart, 


colorante exclusión 


FT ejempla más er 
somocido cre mal de ci ] 


alba cas (CS 
ads 


"cs ls 
membranas sellar 


sala macia dul no tido 


mitos o) O) 


célula datada célula tia 
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11.42. Recuento de células viables por incorporación de un marcador 
létso aiomatwo, basado on la errada de un compuesto través de a memtrana ds cua nacas 
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En algunos casos l colorante (geneaimento un Muoocromo) uno aos dedos nucleicos, en especial al 
DÑA. 


gus de erpiio. El your de propi es excluido dels ells incas, 
ara de er U | entrando so e las dadas. Ambos 5 unen l DÑA. 
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114.3. Ensayos por medida de la función metabólica 


vidades enzimáticos: La presencia on la cállas de actuidades enzimáticos genercas, tes como 
y erragurasas formo parar enseyos de viabióad basados en a encració de produtos con 


grupos cronóleros o Huforas, procedentes de a fupura enzimática de sustos Snicos. Una aemats, 


ara pos collares concreto, a la determinación de una actividad, 
Eepaciamerie mpertante evt que ls condiciones expermentales ac 


ama especia, en uo caso 9% 


E dlaccito de crtoniluyresceina poco inizado, avis la 
dro | membrana por difusión; as eterasas cuoplismics lo idolizan 
1 | "acaroniluoresccina que, dlener mayor cara eléctrica, a o, 

dliscetto de prado | * puedo auavesar la membrana y queda stapda dentro de la 
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+ Sintesis proteica. Incorporación de radacvidad as pycteinas tomadas durant el culivo delos céles en 
prosencia de aminoacidos marcados (gonraiment. con CH | 

+ Sintesis de DNA: incorporación de rucisésidos marcados. Reja la vaeiidad en lóminos de capacidad de 
reciminto o, más estritamnt, prltracón collar 


Cra " E 
ZA a 
marcada com E nea] 
ad Eo pe de 
al e a UÑA vo 
no ca qn qua] ¿oras l relación. 
ra OÑA EPR 
ame a AZ me cuen 
EA ] l ON Ence 
A AN A 
ASORSÓS. cotgenmen món) Cromosoma. End) | el y 
asu DNA (recuéndse que la tmina es Sanetiluraio) de cima de Hujo 


11.5 LISIS DE LAS CÉLULAS 


Esta ota suporo ol punto de anlaca ota la preparación dela muera el yl de muestras de genoma o 
Ácido nucleco; comienza. por nto, la foso anal, que comprendo el Incconamsiento tucolar a exacción 
rectal haccionamento de Acidos nucacs y la agmantación del DA. 

En general ls colar se eaiza on un medio Nipoérico; en algunos caos ata ela as simutánsa con la 
preparación de 3 muestra (e). homegensizacin) Lala se puede splear lan 2 zálas ee suspenión Lomo las 
Fiatas por agresión a placas de culto. En preparación de có sanguinaas os facuento la aplicación de eactvos 
de las dferencal (do de determinados tos calas), As, para el ecuento y estudo de leccctos se lan los 
rirctos con un mado ido (por ajo, Rao de Turco una islución de curo aménio, 
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11.6 PREPARACIÓN DE FRACCIONES SUBCELULARES 


El prececenento general, empleado clsicoment, paño del sotrenadarte que rsula de a deslación mecanica 
de un tjdn por homosencieacón en un medio selénica y potes Et cota. Meine estfigacón rencia se 


do e dogo 


E Epa 


Frecolona miento pda VA eoniment o de 
Esrtcde EA 


centrifugación 
terencia 


11.7 TRATAMIENTOS ADICIONALES O COMPLEMENTARIOS 


Es osencil combinar las operaciones precedentes y postres con una see de tatamionts adicionales 
comemoniats. E ado olular se punde serra tratamieros que prvergan su destrción o lminan meléclas. 
Son precones, ele. Para mantener la egrand de las mueras, especaimerte de algunos eros por ejemplo 
Pánciens y bat), e na de avr a ación de mucieass andagenas OMNanas y Risas] de a la comenten de 
Las mueras focas, mantenidas congeladas añadir mitos de mucieases Para su soubdzación e acudo la 
rola cells por homogensizacón  resuspensn en presencia de detergentes, ya menconados, yo al empleo de 
¿soluciones de aña fuerza knica Eos Vatamianios 0 especimonte mgasartes ara envace el ANA, loque 
tamn requiere de foma especifica a presencia de agentes dsocietes (omo el ocinato de guarida, nido de 
ies) reductores or ejemplo, 2 mersaplocianal) 

Para 1 reparación de RIVA todas ls disoucionas omplescas tn ratasso puviamente con detpircartorto 
(DEPC). que naciva covaleniemente las RNasas, Igualmente, ss incluyen duras la reparación de la muesta y 
picacón dl ANA tos inisdores de Fasa Debo también poner espec tención la alinacón do cuaquer 
resto de DNA, guneramanto añacindo una Dlasa, 

Igusiment, Int e a cblncan de RIA como de DIVA, l mater de ido y pst db asar compitan 
tte 6 dedos nuciccas y nuceasas, y eto eudeniemente tarse la contaminación por el aralta mediante al uo. 
e guantsy precaucones como el manejo separado de as muestras de dit age 
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11.8. EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS POR SOLUBILIDAD EN FASES 
INMISCIBLES 


En gore dada su complelónd, macromolcr, los dcidos nucleos son diles de separar de los 
componentes de membrana, praia residual o añaci (los como las enzanas de restcción) y oas moléculas 
Actes (por ejemplo polsacardos) Los métodos drásticas alan sus estrucuras y sus caracas. Do ah que 
san mucnos ls mátcoos suaves abordo para siina la Ingueza delas preparaciones, dos elos basados e 
las propiedades ficoquimicas dl cid nucleo. Para la elunacón de pollas asociacas se ¿lizar enzimas 
protollicas, como a protanasa K 


11.8,1 Extracción del DNA 


E protocolo básico conste on el taamento del homogenado con isoventes orgánicos (len, corormo o 
amos) 


a Bona 
A UN RETA 


ae 2 PO call 


Puntación 

precipitación 
ibn l 
Or 
ps 


11.82. Extracción del RNA 
La extracción del RINA tambén e esla pair dl homogenado, on presi de tcinato de guanidni, por 


“mples que no tequren cha cxracción, como ol empleo de soluconos de uta y corro de io, que tamtión 


inacivan asas y solubzan l RNA. 


Ne - 
res OC guanidina: Hu =C O 
"Ni Ni 


Ni 


e andilo 
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11.9 PURIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS POR PRECIPITACIÓN SALINA 
DIFERENCIAL 
So ta de un procedimiento atematvo al anteror, basado an las cltrencias ds sound de DNA y RNA en 
luncn de ln concentración de eses: Tanio DNA como RIA son solubles en dsolución ssina concentrada, mientas. 
ue a baja concantación de sales slo us sui el OVA. 


Para ota precptcin sana so suelo ulizar NaCI, per puede tambn arpears acetato sódico saturado, en 
combinación cn cores orgánicos, conduciendo a reslados nc mejores que con fenol y crolono, sobra todo 
para cotdados pequeñas de DNA. 


11.10 RECOGIDA Y CONSERVACIÓN DE LAS MUESTRAS 


Uni vez separados y extidos tos cis ucixcos deben ser conservados adscuscament, E recado seco 

de cds ruiocos  e"oi de tas de DA abro co avala pueden dlvrse en Solución amoriguadora 

(slcsina, en l caso del DNA) y conseiarss a 4, o disen en agua y mantanes congelados para postenaros 

manipulaciones ensimátas. E DNA genómico en dsclucón nose debe congelar, para eva a ola de as molécsss 

or las fueras ds czala provocada al Soliicass l helo y l descongelaso, Por al contara, el ANA 5 pue 
10 an decucon acuosa, cuando de añadir un oidor de Risas 


11.11 PROCEDIMIENTOS ALTERNATIVOS: EXTRACCIÓN O ANÁLISIS DIRECTOS 
DEL DNA 


A veces, nos posible ulizar os procediento descros, dedo el ojo conteido en DIA de algunas uesras, 
pero ambargo. puedo estudiarse el DIA dela muera sn necesidad de manipulación aguna, sao la hu de 13 
dlls. Este es al taco de la amplicacó y detección del DIA mediana la ¡cnica de PCR verla poten), Por 
o lado, cada vez es más frecuen y aca la extracción acta del DA con métodos más especos, fs, 
Jágidos de realzar y fatsos, No ss requiero la manipulación provide la muestra, colo que dl DNA y RNA ss pueden 
aer de loma dect pat de muestras peterogéngas yd pequeño volumen. Existen aros pccedimients 

Para muestras forenses se ha dos, con resultados promstadoras, el empleo de un intercambiador ¡nico 
(Chota) y una suspansen de paricus de sc como materiales de adsorción adscuzcos para la atracción dica 
e DNA, en aspeial miecordral También so extiendo el uso paa prustas de dentdad delas tags TA. papal 
úspocialmente tratado que pum absorber una mussta (gt do sang), Ear sus culs y dere us prisinas, 
uadando DA Itacio ado en pag y a 18 puede conservas hdemidamento la resta 

También se emplean cada vaz mas microesteras magnáticas,arogas as de seporación cea, tre cuya 
ú“uperto e scscmen dreciament o dos elos  s unen e forma covalente aras moleculas on anida por 
e, Se consiguen as mélcos mps de estraccón que se pueden aplicara una arpa varados de museras 
fieds anales o vegetal, las cubuadss, suspensiones celtas, le) 
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Enraccón Fracción sición deca 
pre inicia GEMA 
deDÑA deDÑA, escarnio 


*. Em... 


' 


11.12 FRACCIONAMIENTO DE ÁCIDOS NUCLEICOS 


11.12.1 Ultracentrifugación 


Ésta método se basa on el aumonto do la velocidad de secimentación por campos centriigos lo 
úsutcentemente tos (super 100 0009) como para supra las fuerzas de Jión. Sa emples en especial para el 
NA amo con nos prepares (oran caido d matara) como anlcos (pequeña caida d materia) 


11.12.1.1 Centrifugación zonal 


Do form sil a o estado para la sparación de pos cores, so puede emplear esta modalidad de 
( scdo uo, e lncin de su velocidad de 


forma de ln mola, Éstas so pueden recoger separadas e iccones (or ejerpo, por punción dl endo dl tuto) 
Y cuantfcaras midondo su absorción 260 p. 
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11.12.1.2 Centrifugación isoplenica 
E método opero o de aquiano de secmenacón e quea l más uizado para la separación de isnios 
Ios de dsd mute, en special DNA. Racubrdese que, en ste caso las macromoldcs so separan en función de 
sl densiad. generalmente usando un Gadenis que ss ve fomando Gurame a Ulracetifugación ala voz que se 
“eganan los componentes dela muestra (gadante atoformado) ES med hablual ara preparar el gadente es ina 
Fiecucón de conto de caso que, paces 3 su la soubldad y Deja vico, peto tomar gradentes de in 
“moto margan de densa, La muestra vs mezcla con cha declcón e CC y ve prod ala WNacertrfagación 
rate largo lempo (tras o dla) hasta alcanzarse ol aqui de socieniación Cad 1pO de ácido uc se 
sua formando una banda, en aquetaposcón del gradiente donde la densidad prado ¡guata a ld a oca. 


Ejemplo de alicació dea commigción copie 

Alas regiones dl genoma ein formadas pola repetición de Secuencia cortas. Dedo 

lu composición de ases gerads es dret del dl eto del poa, que e ás 

promeiiaa: Eomo esmecuenc, cundo € menta cl DNA Io y 5 alzan abeto de 

"ema de CSCL ls Inemans procede ess DNA alament opt separan del 

anda principal formando fun stos de hi sino el pmbre de DN senil Idiscrto cn el 
Tema de organiación el noma y DNA Tepito! 


ralire e conccraración de 


grace | [| Permite de dom 
dotan concentrada | | ines Teod la! on mareos 
Ace E 
pa E — ion: 
sente Eat] 
ecc pa E 


anda principal con rgmentos e 
Te mayo deL NA penes 
PA AE) 


mula de DINA con rayar cocida de € (oo Re 

ale src) psc muy densa ula psc 

incre ll Emplea a cado oa slción 
AER nd Iva 


11.122 Electroforesis 

¡Como s bien sabio, esta cnica sa basa o la capacidad delas macromoléculas cargadas para desplazarse en 
un campo sde, con velscad proporciona a su carga e varsamenis propornal asu tamaño, Las moléculas de 
DNA poscen, lp alalno haba, una cargo negaba unirme por tndad de masa, oque hace que su movidas 


tac 


w a 
se nn 
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aca el ádo() alo verga doleminda porel lamaño de a mescla (mero de aros d ases, os tre) Debo 
estacas que low csmuscmas aucanots son demasiado grandes para er denfcaos poe ste Ivo de análisis, pelo 
ue comúnmente pica scre DNA fragmentado con cansas 


1112.21 Soporte para la electroforesis 

La separación do o ragmentos de DIA dobla sa alza po lectores en galos e agarosa generalmente n 
horizontal) o polacitamid (comúnmente en veta) En ambos casos, sl el 6 prepara con distnias concentraciones 
an función del tamaño de los fragmentos de DNA que se queren separar Los fragmentos más poquenos 
(aprormacemente hasta 1200 $0) 0 puedon separar adecuadamente en gls de polactiamds. para lamaños algo 
Fayores (asia 20 oo) se san ges de ageraa. Modicando la concentración de serlemid o arcas e Consigue 
Varar el nevao de tamaños que es posi separa (olució) 


11.12.2.2 Detección del DNA tras su separación (“revelado”) 


Af ect, e cross entre 
da fan aplcas del DNA als un 
poco deb belepovota on 
escmnllamero loca 

Se uescena apena mucho cundo 
Cane LONA lora llamar 
mV): método de incio revela 
DNA, ospcimene usado 
eaten en comfecón 


11.12.23 Calibración de la electroforesis par: 
de los fragmentos de DNA 
Las malécdasIneses de DNA doble migran n a elecrlreia a uno velocidad inversamente proporciona su 
tamano (dentro del Íneealo de resolución del gel emplado) Esto peris estmar la Jong de Jos ragmentos 
nacos. 


Gen on 
a ECON de gs 
cc Edo nos, 
CCDNAC DN inddo) Tas pura 
la Ds 
dl el ea) 
feet de as 
ceda psa de 
e 
nc conossptnnt ndo 
denise Eu, 


11.122: Electroforesis de campo pulsante 

Las molta o ragmertos de DNA de longitud superior 2 20-40 kt no a puedan ¡oivr (separa) empleando 
lo olcriuena corvencenal en gl de paros. Eto se dto, an pre agar. la lictod de manejo delos ques 
preparados con as bajas concentraciones de agarosa que tequerrian (nero sl 0,8%), Adamás. ls molécas de 
BA. ue adoptan una conermacin más 0 nos gobular, pasen un tamaño acosiamort grande para atravesar 
len pora el gt y nose separa en función de su tamano, Para solventar est problema 6 ha ¡seo una modificación 
e afec. conccón cono slecvoforeis de campo pulsate (o pulsado, pulse gal electaphors, PFGE), 
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¡e emplean goles de agarosa al 1%, poro se altra pentccamente la ctniacón del campo aléctic aplicado, 
“civando atematamente dos pres de alctados El Mecuent cambio de direccón del campo tica consigue que 
las molócuas se dospioguen y avancon 3 ravós de los poros en conlomacin ostendda. A mayor tamano. se 
recrantan con más dicas, esla que avanzan más esparto A ss cargue separar rgmantos de DIA de hasta 
Varas megabases, lo que supono ua avance siesta poro aún o sr para estudar os cromosomas humanos 
meros (de 50 a 260 M6 cada uno] 


A e az 


e oo NO 


Las muestras nan de contener el DNA sin Iagmentar por lo que po sine las de DNA puc, que 
gereraimenta ya sa ha Irsomentado por debajo de 100 kb como consecuencia de In fuerzas de eat durante los 
"malodes nblualos de aslarmeta. Para cbteer preparaciones con o cromosomas ica se mescian ls llas 
on agarosa conto (37 *C) y se vai en paxustos mides de unos mames, de fora que 3 olalficars la 
“paros (4"0) forma tloquos(Inseos) que Incuyon ls cúlasintacias. En stos e raaliz a Eis cular y posión 
e las protins (pl, con EDTA. SOS y prolemasa K, que lundon a aves delos poros el gal in ear la 
grandes molcalas de DA. Tras una ii para elrinar os restos ola Gestón, 5 consigue un loque de agarosa 
om lA Inici en su interior, quese deposia an un poco del gel e leales, 


11.12 Métodos cromatográficos 


Aunque amplamento ulizados en todos los campos, osos métodos slo son apropiados para separar cidos 
Aucas en gunas apicaciones Por ejemplo, on columnas rolas de fidalaptro se reten po adeorcón el DNA 
Se tie habr, y con menor aida e a hobra soria. 

La cromatograf de inorcambi érico,uizada clsicament para separar potinas, o ha convenio en un 
molde lamas Para prepares DNA ds alta pureza, de forma más pin que ln estación ománca o la 
Cermisgacón an Graceme de CC Las columnas con esas ds inercano andaico (cargas posalas) tetinon el 
"DNA [cargado negatamente) dejando pasar aras moiculas (ANA, pocas, ete) 

También so ami a cromalogaa de afidad para facionar o separar RIAS de its tamaños, estructura 
y unción Por jee para pura MIRNA pan el RIA coll caso ¿liza colunoas e olga T-cllsa 0 de 
poll Sepnarsa, que teenen el RNA a ass dela cola de poa) de est cado nucioco, de Tona timar 3 lo eto 
Sn el jemplo de estreccn decia con meroesteras magnéticas 
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Replicación del DNA 
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12.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LA REPLICACIÓN 


La repaceió es el proceso, conceptualmente enc poro molecuamente complejo, meca el cual part de 
una molécla de DNA pogents o parental se siria Una nueva, cngináncios as dos models de DNA jar e 
Secuencs idónica a a del DIA orgnal Esto porto el paso e la nomacón gendtca a la descendencia anto de 
na ll como de ná) 

Aunaun la roplación corstuya l aspecto esencial co metabolimo del DNA, tmisán <a devan ronsrar 
como pare del miemo ros procesos reta o Indretamenio relacionados 1 ecombinación  rcitonamanta de la 
Información geratca. la mutación o ración del secuuncia yl separación de as aleaciones 0 Daños en l DNA, 
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La replicación se produce de loma cooránada con la dvsén collar (lema 9), concretamento on la ase 5, 
“rama ls nteriasos pros aro la mios Como ala mois, deforma que, an el caso de a moi, a os 
Células as recon la mima tacón genálic que teni ci madre. En uanlo 81 messi, puesto que da lugar 
3 custr calls hs, la eplcacón previa pormle que tata reciban la msg de dcha dotación genética. y 0 una 
cuarta poro pda, 104) La retació entr l esta de replicación a progrsin or el cclocelar se puede resumir 
es poi ps 
+ Esnio dela relación del DNA bla aa có a mprander una visión 
Una vez eta 1 replicación, no puede tenor lugar la consiguiente visión hasta queso tuya compietado dcha 
repicación. En raldad. el ral de a epicaciónconstuyoposblement un señal para la visión 
+ El proceso de replcacón se lva acabo e necesidad de una separación complet de la cedonaprogentor; la 
llo hdico so desarro gadusimente y sus dos habras se van separando a la par que Se produce su 
encon 
Ames d estudar os detal moiscusres de la snesis de un nurvo DNA procado analizarlos caractrisicas: 
principales del proce, aendendo a un Etaro eminetomanio O0ACICO. Esas 301 Cacior semiconservador 
Fesización simultanea en ambas hebras, de forma secuencial y con Carctor bidireccional, y origan monclocal 
[procatas) 9 mluocas(ucarotas) Ora caaceisica destacada, arctrsemiciscontinuo, e explicara una vez 
due se conoce el mecano dela reacción, 


12.11. Carácter semiconservador 


Aunque tsbrcamente son postes tes mecanismos para opción, dos de eos son Nipottios y pronto e. 
¿tomos que slo el rca bara hagar en ls cl 


Replcación conservadora 


oplcación dispersan 


opicación somiconservadora 


Un caia animo 
rocoreria el DNA, reconociendo 
para coparassmutánaamorte, 
“e oma que el DNA progensor 
de oblea e conserva 
Inacio mientas quel DNA mo 
contendiados atra 
Fomento press 


EA progento se ampara 
Varia veces ans de quese 
mtetcaran os nuovo 
tragmentos de DNA Éstos se 
rita 0 DNA grogentor para. 
rus los dos DNS os 
mos con tagments tato 
ibas de DNA progontor 


El mecanismo real Las dos abras de 
DNA progontor sirven de mado pra la 
ion des soperas obras 
úcomplemeniaras Cada DNA jo est 
sormadi pora hebra progontora y eva ha 
(ración smeizada), El mecaniemo se region 
“sucesivas pereraciones de clas El nombre 
alude. precisamente, que somo 0 
comen máac de moles gin 


ASS 


y 


ue 
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121.11. Demostración experimental de la replicación semiconservadora 

E mecanismo rel del repicación ue demostrado por paca vez por Mw seis y Frntdn Y Stan en 
1958, mediante axporimenos muy elegantes, sncilos y repesentalos de muchos vos astzados en uersas res 
e a elogia Mola, Aunque ls asocio moles e 1 elcacn leon sabios posterommente con 
estao de a DNA polmeraas, el espermento de Masson y Sa tons mies, spare de por 2u propa seño, por 
haber sido la prmra ve que se alcaron ar 1 tica de sedimentación en gradente de densidad como la 
Introducción de sopos en las moléculas de DNA (N, ntrcsanto, y YA, loo hab) 

Para comprenderla novedad y trascendencia de estos expormentos en 5u momento y cone, se van a 
conser Jos aniacedones Y el plateamienio antes de descrb el restado. Se aprovecha asi esto ejemplo paa 
lustre método cieiico, en espacaltómo un ¿seño adecuado del sperimeno. que pace impo, peto bene 
na nomacon notte 


a) Antecedentes 


ES prmer lugar. e examina la possiid de spicar a iécrica de aquiiro de sedimentación en gradiente de 
Cond, comico pen 29 14) l made mana de CNA ja Gran u Gap atar 
marcado 0 con listo 


Plena 


A ON 
q tn un poco más abajo en el grace ES 


o 


Y 


) Planteamiento y diseño del experimento 
picando ena lécica de marcaje del DNA con UN y su andiis por conigación sopenica, se send el 
esperanto de toma que ls resulados cerdos pormiloran lrancia ca dels hipótesis era a corocta: 


(O) Diseño el experimento 


el 


Yi NO 


1 generación 


“liz DON 


Y generación 


_REPLICACIÓN DEL DNA. 


Bajo las hipótesis de replicación conservadora y semiconservadora, los resultados 
previsibles serian, comparativamente 


qdo 
OS 


apo 


AACONATA 


ug o eps o reutdos la REPUCACIÓN DISPERSANTE haba producio mouse ISA 
nio loto de ocios prgentore y nuevos, es desir el enerción masa ada 
eri (densidinermedi sr pad y Ager) y £ a > ibn ua ola tanda (sind 
Fiirmesia re a atera y la dal o) 


+) Resultados obtenidos y conclusión 

El enutado oservado al ez el experimento fue de una tanda de DÑA de densicag intermada enla primera 
pensración de cállas y dos bandhs enla segunda generación, de densidades baja e nemadia. Al conc los datos 
Ecarmertalos conos reutados pavas de a parta coca de a Ira, CONO qu5 a hipótesis corcta ms 
la semiconservadora us decx, na replcacón dl DNA cado una de ls molecuas hijas conser una otra del DNA 
progenitor y eno a hebra de nueva sintesis. 


1212. Sintesis simultánea, secuencial y bidireccional 

De cara a la descripción dl mecanismo de la repicación as Importante destacar algunas caracterísicas 
«serves purprimera vez en E 06 pero usimente vidas para oucarilas (meda la acción al medo de culivo 
¿e vna niada para marcar el ONA e nueva sntstyJngo etatarto por métodos aoradográfcos) 

+ La sntsis no combenza al azar, sin en puntos conto dela mola, denominados origenes de replcacón 
E cada uno de alo se puc a apertura local de la opi hélice y comienza la sniais imulnea dels dos 
Fueros hebras (no date confundas símltnao Con l carácter cornuo e a síntesis de una sa delas habras 
ue so ontucará más adelars), 

« Como Consecuencia las dos hebras nuevas se van alargando progresivamente, por acción secuencial de 
AS 

+ La sepaacón de ls atras progenitoras, que comienza en cada gon. progresa en amb direcciones, por lo 
ue se do que la repcacin se abeccional A ls puntos dIarción erre ote atra y Patas sonctas a. 
fos ama portas d epicació, y van sleindose nv sí 

+ Pinamar o debo pasar po ao l hacha de que, dado qu ls dos habra del DIA son artiurllas, su 
ssparacin ro el vane e a horgul rogrsa en sento opuso, ara una eta de 3 hacia 5 y aca la ota 
nsmnido 5 — 3 (alo nv enla ra Porq), 
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ORMACIÓN D ora o 
“en procariotas (DNA circular] en eucariotas (DNA lineal) 


dEl 


bros pacas 


1213. Inicio monofocal o multifocal 

En l cromosoma circar único de procareras la ropícción comienza siempre en un punt determinado, 
denominado agan (y marcado como on) se de que la relación os monolocal En consecuencia progreso. 
fcrmando dos hrqulas de sgicación Por pl conan, on eucarotas la replicación 13 multocal pues a cada uno de 
los cromosomas exslen múnies crigenes de sepcación (ortearos mise), que den lugar 3 un número dote de 
Porguzas.Gracos a ell 10 hace ponle completar en un hampa razonable a repicación de os cromosomas mucho, 
más largos que en precarias 


12.2 ENZIMOLOGÍA DE LA REPLICACIÓN 


122.1. Requerimientos de la reacción de síntesis de DNA 

+ Catador La ases de una quer hebra de DNA o puede comenzrse a parir de ds nuctestios, ano que 
requiera un fragmento de obra nado! denonendo cobador que apore un grupo 30H ler, e bata de un 
iqonuciesuo, por lo comun RNA. que debo ena apareedo a la Petra progentoa de DA, de foma 
complementana y aniparaea. Por tato, 30 puede dev quel epicacén no es avenida [a dfesanci de la 
rancrpcon, pág 248) Sa que solo longa Sarga moléculas preessetes 

+ Sustratos. So utza como tusanos el conto delos cuatro WIP, ATP, SOTP, ACTP y ATTP. De cada uno 
e os queasincorpersdo en 6 DNA nuevo la parte NM de mola. A stos ecos os VS y ANDES 

+ Cofactoes, Para una actida óptna ss requere un o ateo vatent como coíacto, ocio os aNTP 
uu vir st pap puecon desempañaro amo nd" como 149", s sto lema el que acts in o 

+ Molde o planta: Ésta es, quza. la pnpal caracteratca de la reaccón. El cagon conecto de scorporación de 
los MPS Weno deteminado or su compleantncad de bases con sauna de Lada atra de DNA, que 
cla somo mude 0 plat 
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12.22. Mecanismo de la reacción 

¡Se cial encción con l apareamiento de un ANTP complementar nuceceo dela hara molde (DÑA) e la 
poscón sonal ext 3 de la habra a crcimiento inicaimente, el RNA cobador lusgo, a habra que so está 
Eietzando] Laresccón proplamente cha consista an la unión dal ANT iecconado, bol forma de SP, con 
Averacón de PP, El pla a fomacón de un puente tosfocister env e foil a dl TP que so Incorpora y 
3-0 tre de a cadena en cocimonto(nismento, del cesado) La rua el ende fosfogntiddo (o) del aNTP 
¿roporiona la energía necesaria para Ímpukas la rescato, ayudada por la subaquente hirliis al PP 2 2 P, 
Estakzada por in posto, Tras mucns reacciones siires sucesivas, el producto sl nueva hebra de DNA. 


aro e acre re A A cnn 
mea 


bro mol (DNA 


cadena de 0 


E pe, ra 
OS de E 
e odo Lo om e 21, 


220 


oo 


122.3. Dirección de la síntesis 

Puesto que a adición de nuieétidos as alza sempre a par de Scans y sobre un exuemo 3-04 tre 
la tra cra vr exime ce que a sneseranscue on dirección 59 Estos válido para 196 las 
BN polmerass, ro e pocancts como de sucarcts y tmbn ara ls RNA polmersas) 
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122.4. Tipos de DNA polimerasas 


Aunque la resccón de anios de DIA es unta, as dect, hna lugar de iséntca forma en todos los 
Crgaismos y ubicaciones subcelumes, su ctas os oleiuada an cada caso por distnias ensmas, bajo la 
“denominación comun de DA polimerasas (travisdas como DNApOl) Estitamante su nontre es más Completo. 
potmerasas de DNA arias por DXA 1 dependientes de DIVA) para nácar tano la motes que antizan como a 
ue emplean como mclde, Ms adeate se estudrán tas polmerasos de DIA o de RNA que Utlzan stos. 
"Modos: para ofrecer una visón Unificada so resuman a contruncon 


a omite completa emlos (nombre comi) 
NA ENA — pensad DNA Ora pOr DA paren, 
RNA DNA poleras da ANA dina por DNA — + RNA polrerasas o Tanserpisss 
presas 
TNA ANA palmeras de DNA cra por + trerscnpiass venas 
PARA polar de RNA a po A RNA epi 


122.41 DNA polimerasas procarióticas: actividados polimerasa y exonucleasas 

La primera DNA polmerasa descubra astur Kombmr, 1958) yla mejor astucia asta la fecra us la 
DNApala de Escnonca col, La comprobación de que su sciidad nos sulcane para jostica a veloc de 
raptcacin del cromosoma bacano no condujo al descubrimiento de ars anzimas ls DNApoLAI y DNApOlAl: 
as tos comen on E al, con funciones aspacialzadas: pol. resaza la moyor pare de la area de ropiacó. 
mientas que pl y ph encargan defunciones autre (us caracteristicas parkour s0 muestan an aa 
30 pg, 148, junto con os de as plmerasas ccanéficas) 

Las tos DINA potmersas presentan, adomás do su acidad erimúica como polímersa. uns o dos 
actividades exonuciessa. La aciidad J-oxonucieasa (tandén lamada exonucieasa 3-05) poro pcia 
Fucicido atuado en dl extemo 3 dela tra de DNA, 280 un nucnoino cada vez. Est elminsción lana lugar 
Cuando el ruiecndo incorporado por a achvta polnerass la cadena n rociero as arineo, e Gl, no aparea 
Corecamuni con el presento an la tra moi de DNA La polmerasa 3 a capas defecerac lao, delanar la 
ción do más ruiocidos y Iber se limo INMP mal noxrperado. Los estos aclhcs polimerasa y momuciasea 
“on derntos. En rosumon, las DNA polmerasas coman sus propos noes, en sonido 3-05) cortan l de a 
polmenzación (3-+3) por so. eta achudad 3-oxomcieaa se la lama amen actvidad coeciora de prusbas 
(0.3 galeras. por nslgía proceso n emprenia), o comsctoa e ayores ropa. De este modo mejor adela 
dela replicación. en un factor de ente 10 y 10" sete la que apra la Incorporación de ucisldos complementos 
porlapolmurasa [gue tan una taa de sor de un ruido po cada 10 10, 


CARACTERÍSTICAS DE LA DNA POLIMERASA IDE E coll 


DNApot (unida DINA) Fmgmento “grande” 
sl e pl, 10 Ra 


Na bi oadis, 
IA 


Meco 
Esc cia 


x además una segunda actvdad 
“scruclasa, en esto caso S-exooucieasa (0 exonuciass 593) que le porte Ntolza secuencalmante DNA 
RA a part al extreme 5 de la habra. D nuevo, cent acto es dependiente des antros am ta ato 24 
tuado enel agent pequeño, Esta achidad juega un papel untamental en L replcación el DNA procandico, a 
lira l NA taco y susto or DNA, Currte la srt continua de a tarada (po 158) Temblón 
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complomenta la acividad -0onucioasa comiendo encres de dato o. y s a ama en ocascnes actividad de 
reparación; po ejemplo, mersuna sa escsón de los meros de pimiana quese forman por exposición del DNA a 
ez UV Esperimenaiment, o aprovecha [a actvidad S-exonuieasa, por ejemplo, para lo preparación de sondas 
marcada (9, 182) 


Algunas caracteristicas de las DNA polimerasas, desde al punto de vista bioquímico y funcional 


122.42. DNA polimerasas eucarióticas: actividades polimerasa y exonucleasa 

En eucariotas, las DNA potmerasas son Ceres ls de procanots, sunqu presentan coi smitud de: 
cuencia y estructura Se han descrlo mbr de cinco engimas, La DNApOLa se encarga, Jacs a su actas 
Frimasa, de inci sintests mediante a rmacin de un RNA cebador y por su acid polimerasa, de a elongación 


Incl de ese cebador Esta ares se cade luego Ins DADO! 6 y e. responsables de a mayor par 6 la oorgación de 
“mas hebras, de hacro, ambas tenen arvdados silos, oro aún no está daros desempeñan stntamenta la 
miama funcón 0 están ssrilezdse. La DADO! no mervene en la opicación, sino que est, mplcada en la 
Focaracn de onores a dan en l DNA precsos en los que Ian partcpon ¿as polmerasas,nduyendo 8 ye) 
Mint este cuatro onzas son responsables de la relación reparación y recombinación dl IA muelear, l DNA 
miboondral es sneteado por una posmerasa Stereo, la DMApOl y. Por limo, se han descubrio rocentemente 
ras folmerasas mulas, nin poco conceidas (Csaa) y [tal ta). que estan mpicadas sobra lodo en 
Fagaracón y rocombración. 

En cuanto a la actvidad exonuciaasa delas DNA pobmerasas sucaátca, sl las 3 que se oncargan dela 
“scngación (91 ve aia) posan actvdad J-oxonuciessa, aquél tesponsabio dela capacidad de conección de 
“rores cometca al incoprar len mucasdos 3 la hetya que se esta settzando. Ninguna de ls polmeraas 
Fscaidtcas parace tner acvicad S-exonucinsa. la función de alminacón de catadors la desempeñan dos 
Fucieasas ndeyerdantes, unque la polmerasas 5 y «se oncargan derogar ul hueca on DNA, ls detalles se 
stan más adolnt ig 15), 

La fnción esecitca de cada solmerasa sio so puedo comgsandor en el contento de los mecanismos de 
iniciación y alonganón de ln cadenas de DNA. que so estudian con deala dot del mecanismo de ía elongación 
(089, 158) 

Bajo el alcance de este Moro no paca adecuado descrbr las propiedades ostructuntos de las cisetas. 
polmeracas En a labia Equiento so resumen os datos feaivos 3 lamaño y romporción an suuniades, ro deve 
Fañerse en cuenta que ted ez muy elevada ln arabidad de rs, en especial para ls enzimas aucaróics, 
Inc l nerretacón de os mos ens stris runs estudiados, como para su generalización atodos los 
cr. 
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Características estructurales de las DNA polimorasas. 


Polmerase[ 1 milo 6 y bs 
Ma (0 1000900 | 3803800 
1 mabanidados 7 A E PEO TIA 
ha suban Pm] E] 

de 


Tos dais corespenden aunar 
"Masa molscula mtv d a hlcenzia, o ensima funcional co tas sus subidados, 
La DNpoLIl de E ol está tomada por 22 subunidades de 10 gos, con na composición goal 
(ac OA: yl De els 1 agrupacion (o) e conoce como aio d a pliaraso. La 
satunidad (130 Da) ee el cer acvo poleras ll -esonuciasa o coractora de pruebas. 
412 DARA! u humana está formada por 4 subunidades afereto: 180 Da, con l env act pohmerasa: 
48x00, con el cont acivo prrasa, 58 kDa, tacto del prosa, 70905, reguladora e oler 


122.5. Velocidad de replicación 

Dado l gran tamaño del genoma de una célula, ara que su ropicacin completa se ve 3 cabo an un hiempo 
razonable e proceso de tn debe ser may tido. En pocas, la velos lega a 1 00 nuiedos por mino 
Enescanolas, el mor lamaño del genoma hace pensar es la pecesidnd e una gran vlocdad de topan que, sn 
mibargo. o pcs ser lan vada gucs la extienda de vas origenes detepicavón en cada cremosoma, que 
aduce la onlud e DNA que debo setas cd lec de polimerasa. 

a consecución de una at vetas de sintesis sólo s pose gracias a un mecanismo pecutar, segun cual 
la molécula de DNA polmarasa ss manteno urda al cadena de DNA mol, ala vez que asociada por su certo 
rival axtemo 3-OM dela htracrecete. Do eta foma puede incorpora numerosos nuclestdos sucesmaments, 
on una reducción del bempo necesario para adición de cada uno; por jemplo, a poferasa puede fardar n milo 
dan stars y olvorse a un l DNA [poe mora fusión de las melscla), mena que paa añade un puesto sin 
Stars lo bastan unos miisegundos. Est capacidad de ls polmraas, vara ostra, recoge Eo fermin 
rocosa. quese dee como el numero de rucioóndon ue son nemporados la Para ans de quel oca se 
Espara del mol coequiimant se da acidos" un tn”), Un valor slo e pcestudad an una poleras 
e mucho más importa para la repicación que una volcias ala de caáti 

Las poímeraas de mayor precesvidad so as que inerdanon e a longación do ls otras de DNA (abla en 
pág. 148), mentos que las de baja procasiviad se encargan de reas cue poca amarse aires, ls como la 
Sintesis y minación de cabadors, su suslucón por DNA 0 la reparación. Goreraiment, lata processidad 56 
Csraigue gracia a uma molecul que “atraca 0 rodea la cadena de DNA, svlando así quel amm se separe, ate 
Fracantrno e denorana de “pza desizante", pues perio desizaminto contado el polmerasa lolo de 
lacadena oe DRA, an separar de et. 


Visas alos cinta atea 
Tivoical dea sabana de micas de una putos mdopendene 
Napo co puc amigo mosca de llas en pleación 
rodeando al DNA, y at stan que el (PENA) se asocian Formando un nilo que todos 41 
"ocio de a pllmemss (co su DNA y sc une las DNA Ol y de cues, 
sumida cti) se spa del “montando so rocosa 


Fold. aumentando se musesidad de est casos muestra laposicin del DNA). 
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12.3 ETAPAS EN EL PROCESO DE REPLICACIÓN 


123.1 Iniciación 


Mientras que en pocas s proba que a cepicación tenga lugar en conexión co a membrana cer, pues 
+ inc cromos est anclado aa na 2008 nuconids, an eutrcas el rocas ocre, logicamente, e la mar 
uckar El DNA so sepia una vez pr co cell, durante las. 


iio de la replicación: 
úaperura dea doble hélice en el ren de replicación 
creación dedos horquilas de repiación y síntesis de cebadores 


: DAA projet de deter A 


A pra de cin 
noted) manten ls hen Spurs 


A parir de ahora en cua Mura yla sigue), slo se rorosntará una horqull el tra 
cre o misa, aunque co los papeles de hera conductora y retardada intercambiados 


123.11. Origenes de replicación 

La roicacón sempre comienza en puntos de a molécula de DIA con secuencias aratascas. En el caso de 
procariotas l cromosoma bone un gan de repicacón inco, hamado on por bjempl, an E col está constuido 
or a semuenca de 245 ph, En eucariotas, como ya se ha comentado, la enomo Tonga delos cromosomas 
Fiel exilnci de meros orígenes e rplcacón aunque pao conocidos, estos poseen tambn secuencias 
arce 

El proceso de eplcacón realiza enla unido funcional del ganoma denominada replcón, defrida como 
quel pin de DNA que puede sor spicada pa de un mismo origen (pág. 145) Cada roplón cone, pues. un 
rn de relación y e epica mediar dos horgullas Mantras on procariotas el cromosoma completo consttuye un 
0% epic, en ucanotas son ameroso y sun la ecicció de loma cas salinos loque supone la ausencia 
de un compo mecanismo de conto que corno l nico, eengacón y smminación en dos ls repicenes de cada 
csomosoma, Eos aspecios están poncints de resolución. al Iual que muchos cos relacionados, por ojo, con 
la rplacón de o cmimeros y ts regiones eterocromálcas atamente condensada, 

ú"Certrándenos en el ich y progreso de la replicación an cada replcón, surgen Igualmente grandes cuestiones. 
rolas a Cómo son las hecciones especias ente DNA y Prtsinas que desencadenan la nicación a la 
Conaguirt scuación de estas reinas y al conta el roceo, Por delant del orqula de replicación, apenas e 
onoos cómo tn lugar la nscesai deccandensación dels cromosomas, la disociación delos nucteosomas y la 
Separación de ls penas Nistonas y no sonas (tomas By 9), Por dede de la horqua, date amtxtn aclararse 
So se reulzan las tustanas y no Moras paa la reasociacón Ke los nucleosomas, cómo eno lugar la arta 
ranizacon compita dela cromatna (queno parece establecerse hasta que a horgulla de repleacón so encuentra 
has 0 más near), te 
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12.312. Proteínas de iniciación 

Tanto on procariotas como on sucarias, el rigen e rplcación s reconocido po varias moléculas potias 
un provocan el pgue de la Cadena de DIVA y rar una lan supecdal negaba que lacia da separación de 
las habras, generate ayucada pla abundancia de ares AT en región Pr ejemplo, en a secuencia esta 
có se ene ala unión especia 0 un cigómero dela proteina denominada Da. que aras 3 tas prosas 
Fracipamene DraB una heteasa) y Dnac También aústn resinas e iniciación que se unen aspecicamente las 
Eecuencas de nico cartas fomando un complejo de reconocimiento de organ” 


123.13. Conexión entre la iniciación y la elongación: proteínas necesarias 

Una vez formado l complejo de sscació. 1 epicación precia l sserollamiento e la obs hets, a 
hacer accesos las bases como molde jara fomar las nuevas hebras, El deseolamiento caen es tramo 
Corisparideri us gen e replcacn, or ect d as proteinas e nación, be contar avanzando por dlate 
ela polmerasa, encabezando la Porgulla d opicacón Ademór, a medie que 5a van snetzando ls obras nuevas 
Se debe e recuperando el mvolamimto en os numas dotos Páscna En estas Operaciones de deserrolamento 
Flajamieto y envotamiento a compactación sterdenn Gversas proteinas espacaleadas. El compo matprolco 
armado por stas y por las DINA palmurasas. que viaja secado a cada gula y fala la rpicacón o conoco 
como replsoma 


9) Helcasas 
Estas proteinas mulimárcas[genoramanto hormeros) so unen l DIA 9 a organ y actían separando sus dos 
otras en un proceso que regulro la ira mula de ATP. Sa can sos mus de relación, que 
Comienzan a avanzar an sonidos puesto, cad une Kderado por una alexa», que avant por la cadena sepuda 
Inmesistamente porel st de componentes dl episoma o compiep de elongación axccndo a organ, 


b) Proteinas de unión a hobra sencilla 

Una vez separadas ls habras pora holcasa itevenen ls “proteinas de ón al DNA de het seri”, que 
san el oapareamiento de as hebras, Do sta om, ss Ensosniragenadas pueden scoger 3 es puc qu se 
incorporan n a spicacón Se las Gonomia comúnmente proteinas 558 (cngl sara binding potans), en espec 
den precarias En ucanotas desempeña esta uncón la protina de replicación A (RPA) 


e) Topolsomerasas 

La separación de hebras ocasonada por la progresión de a halcasa a oro del cadena de NA corral 
aparcdn de Superrvolamientos posos por dean de la nou SI =n trio de un DNA Ine y cono, el 
Supereolamiento se podria simiar pr smpio rlacón de la le on sonido cotano. Sn embargo, sea no 
poesia an los DNAS esculares (pocas) an los Ineales de gun amaño (escritas), que restan forzados 
Fopolegcamente, debido 2 su naturaleza cxcular y su Una 3 proelas respecivamenio, Paro avi esa Jess de 
torn e require algun tpo de mecanismo gai, de lo contara, supermolamento armado or delante dela 
hora lega a impedr el avance do la mplcación. Eso prolama se ressave gracias a la accón de ls 
Topoisomeratas encima que aetan el estado e suporerolamterto dl DNA £n modas en aos aspacios su 
istctura Es dec, lercomvertenlopolsómaros modicando al número de srics dl DNA (rd vuehas que da una 
hebra respecto a la 0%, pág 89) Las torocomerasas ambien mision an os prcmsos ds Tecombmacin y 
pestlart,vorsposn constando un mecano ésos garra e cación poli de a mao de 
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Atendendo su modo de acción, se distinguen dos grupos de topolsomerasas 

Las topoisomorasas de tipo oscindon transitoriamente una hebra dl DINA un ntacofostodénto), cojan pasar 

la tra pora racha abia y vuelvon a soldar Egar la primera hot, Como Consecuencia, el número de anio 

Aumenta Seminuye en a Unidad, La resccón Pantcure vés de un Inormadaro covalente anto uno de los 

vemos del ete y un sio e tosna e la ensima, A permanecer 3 enzima una as al DNA ablro durante a 
Acción caia se Contla entodo momento lado de lensión Ira. 


Acción delas topoisomersas 


dep: detipo ll: 


Las topolsomersas de tipo. cujo ejemplo tico ss giras procriica. coran transitoriamente as dos 
otras del UNA, porron el paro de ora dobla hebra, conta, pol racha abierta y alzan resalando los cres 
Por consguento, el Húmero de enlace dumenta o disminuye en dos undados. La misión de ots enzimas es 
rneramente Index superenvolamienos negatvos que laclian el postear desaparmamento local, El consumo 
Energao de proceso 2 mporant aa irolza tna molécula de ATP por cad Cort dela cadera. 


a) Primasa 

¡Como ya se ha indicado, ls DNA polmorasas no con cagaces de nicir asín de una molécula de DNA. es 
ser, ni os dos primero nucdidos, ano so de longer una Pobra reacia; por e, lic delas hebras. 
nseves requiere un capado Éste us antazado por una polimerasa de RNA drid por DA (ág, 147), denominada 
primasa (22 gnmer,cepador en nal) que produce caderas coras de RNA. complomantaras de cada una de las 
Pitras desemparjada en len de tegcacón. En procercta, a prasa es una proteina independiente que forma 
Para de un Complejo caco Gavemunado prirosoma, asociado na Porgala En vucarcis, la acidos pasa 
Fede en una de las subundadas dela DNA polmerasa u, sia e la subunidad con l cerro acto polerasa 
abla an pag, 149) po ll, hablado DNApOlafprim. 


123.2. Elongación 

La repicacón dopenón no sio de la DIVA potmerasa. ino de umerasas nzimas y factors guicos (más de 
20 en É co) Este count de proteinas que, omo se ha nácado,fece el some de repúsoma o complejo de 
roplcacin, ve soci en lomo 9 la hrguña e replicación, para pariopar de Tona dreca o ndárecia en la siteis 
Emátinos de ambas abra 


123.24 Asimetría de la replicación en ambas hebras 


Corceusiment, dl pep grena e a 
colin a rs q as Ftp 

as erat ia q wo dci, 
horquila, mediante enzimas (DMA polimerasas) que — sentido de sintesis 
slo son capaces de untetzar en drección 593. AY de avanescolociden 5 E 
Tis orcas llas progra sa e . 
Ario se y 
mod, 328, por lo que la sien de sa hot cia, 2 TT 
a a Y 
e 2 e ni 

lora A at anun e ama Candia, or gía sd and un cios, ut mia 
Pcs mirar, pot pra oa ctas amater "mola la ir conducir. or lena, 
pe on sd 0, PT SRA Cm ma a ei ra 


avance deTe orga 
la polimersa 
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Forguita. Come ss ver en seguia 1 sites d su complementa requiera un mecanismo parar que nr oras 
cosas, supone tn desfase co a sintesis e a hebra conductora por lo que ss la lama hebra retardada retrasada 
Vagng sand, 

La solución al problema de sniss de la hebra relatada sa revelo al cbsorvar que durante 1 rpiación era 
postie alar moléculas de pequeño lamaño do DNA recón sinelzado (menor en ucarcas que en plocanolas), 


“cha hebra, Cuya sintesis sol comienza (de ah l nOMbre) cuano el avance dela horgula a Ineado sucinta 
Jonghod de tra soncta como para que la polera 1 la como molde. en Sant 3-5. Se propone para slo 
ue la hebra sencla foma un bulo arado obre la propia enzima, para gemela sees en el senido 5-93 
op de la plmerasa. La ateis couna de ambas habras (a conductora d forma continua, yla roarcada, de 
Forma dicentnus),pr dos moléuls de DNA polimerasa, eds que os Semidscontinua, 

Logtament, la síntesis de ceda ragmanto de Ohazal requiera un RIA cobadorsmezado or una actead 
pasa [pat del pmoscma an procaeas. DNApOI «prim on eucarias) que vajs on a horqulla y que también 
“netas en ergen e mpcació e uso cedo requerido por la hebra concucora. 


12.22. Mecanismo de la elongación 


Avance de una de las horquilas de replicación 
la síntesis continua de la hebra conductora es simultánea ala 
sintesis discontinua de la hebra retardada, en fragmentos de OKazaki 


Para una mejo comorensión se muestran 3 sapos sucias on 
"empo 14.8 y 0) con la sirios e ves egrerios (1, 2) 3) 


Tea Pb conducto ei ue 
odo como po depa exo 


Venice dpi 


nba andado sad 
nando dp 
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"ciar ado lc dea aca qeria 
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es que aca la 
er 
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Para que la stas ds cada Ipmento de Orazai se realce an lento de 1 hol, lucio de habra 
mode en tomo lfepisoma debe su lun tpo de evolución en cuan 4 5 tamaño y deposición, desde que 40 
comenza la nto el grant hasta que. una vez srinado,s Xara el buda de dois habra. Est mecanismo, 
rolurza el corcnpi de dsconimutind nl into de a htra retardada 


Progreso de la sintesis de un fragmento de Okazaki 


(stes del agmento 12, durante e pedo de tempo pecesao para la etapa 
ela ura arre ncjon e oe caso ls DNA pctmeranas Fesponsables y 
la ere sposisón y vañación de tamano o buda) 
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Representación global aproximada dela oganización delas proteinas responsables de la 
replicación (componemes del replisoma) entorno ala horquilla de replicación. 
La stuación mostrada corepunde 4 un momento itcmmcib de lu clngacin. con un fragmento de 
"Okazal sinitzado a medias (pe) e 2 plas (igurs antros, capa 
"orclarida, nose muesan os factors proteicos como cl PENA que va asociado alas DNApol 3, el 


sema de mocos PEN E que mad on Fragmentos de Olas, la DNA ligas ly ls 
"opoisomerass us reglan el seperemllmieno en Is dos hebris progra ia. 
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123.23. Maduración de los fragmentos de Okazaki 

Para completar la sisis de la hebra relatada. deben use los fragmentos de Okazal. Este proceso, 
denominado gcaimonta maduración, rguiera La linacin de os cobadores, la slngacin del ragmento adyacente 
or retenar con DÑA el hueco dejao por cada RIVA coa y a unión o empalma de ls extremos rosas para 
ac una hebra conta. Togo eo ens lugar posiblemente en las poximáades de la propa Porqulla, tien 
postrer lejos e e, 


[Visaración de uno de os tragmenios de Ofazaki 
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La útima plaza en sta maduración dela hera retardado, o nión e los Iragmentos, as ctsizad por DNA 
"gasa ( Simplemente lgueas) El mecanismo quimico de la rescción s aquien. 
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Además de esto papel fscógic, las gasas son enzimas de gran uicad an ol laboratorio, Junto con las 
nucensas de esten, especialmente para la praparacón d moléculas de DNA recombinante tera 1) 
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123.3 Terminación 

Una vez desctos los dealos poros del inca y elongación de a rgiación conesponoe estudiar los 
"mecaniemos de a ternmación Deba indicara que ste proceso o $e concas tan bn como ls anlecres, ento tras 
fazones pora pool smpiud y complerónd del concepto de trunacin, Se taa quí de ssponer os problemas que 
Flan tominacón desde punto de ii gico y asumiendo su sucio cosemación expermenta. 


12 


1. Final de la elongación 

Se puede considerar, concepiuemente. que 3 emanación comprendo varios aspecos. El primero e eos esla 
Inaizacón propiamente dcha de la longacón por 4 DNA folmersa, que se vena an las d0s horas de 
Feplcacón de cada eri, prtvallemanta cuando en so avance slcancón as Porulisrespecbvas de roplicanas 
oyacentos Ésto s un proceso practcamentadescencdo, para cuya resolución o platea cutad concept, pues. 
Sl Jezeno de huecos y la unn de los dos tramos de nueva Petra puedo reslers de la mima forma que la 
mraturacó y unn elos agents de Okazak la hotrarotadada 

Por ola parte, como segurdo protiema, fala por aciaar cun es el número de repicones implicados 
«mutáneamante an la replicación d cada cromosoma, as como los mecanis de contol que cosránan el roces 
modos alos A dera de caro aaron eso sun a Ptas presi. 


[Representación esquemática dela replicación de Un cromosoma Bucanlico 
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123.32 Replicación de los telómeros 

La replicación delos extremos dl cromosoma eucarico supone el aca poblama de la taminació, pues, 
omo ss verá en seguida, no puedo Varas cabo medanto la longación por la DA polmaras, Est procesos. por 
hor, el mejor conocido de la teminacin, posiblemente por su mayo rascntonciaFsolóica y psoe 
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Como ya sha ostudado, los telómeros son regiones stusdas e o extremos de os cromosomas Insales de a 
mayoria de sucarlas (pp 92) alas quese unen ei proteinas. Estan consttudos por vna de las fama de DNA 
sepav no coin (pag. 113) amando boques de Y 12 Xd longlud con unidos de E 8 po repens on 
ande centenares mis de veces. Para entordor a mplcacó delos tsemeros e a replicación deban roces 
us don caracteristicas piocpalos la abundanca de repeticanes en tándem y el caracter coneato de los extremos 
que recuerda, unque sh rolacón funcional alguna, alos extemos resultas de la acción de ras oninas de 
resticcn ste un DNA. pag201) 

El carác conesv, en foma de salirte 3 en uno de os extrmos de los cromosomas, tanto peros como 
ales, se explca por el mecanismo de repicacón ciaconinus do la hebra juardada (fu antenor), Como 
consecuencia acicoral de dichos salontos 3, se produce Un aconamiento progresivo de las hotras de DNA en 
conan ronca de regicncón 
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Este acortamiento de as regions elomóricas (acudo sir 50 y 200 pb por cada división celular) supone la 

¿emnucón praia de ls Orgiud del cromosoma alo tego de sucesias dense callres ON el onu 

problema pora perpetuación del mensaje genálco. Ese preiema, se puedo resavr en la cana gris a la 


Aciuacn amtven durant also S de ido de visión cells (la 4) de un nuevo o de enzima, la telomerass. 
ue alarga ts tner, conpensando a! la périó anterior 


123.3.3 Telomerasa: componentes y características 

Se na propuesto que a tlomersa es un peo volvo de una nsozima (ég; 75 que puto send antro 
pora catar la sitei de DNA, tandin, que pude suponer un inemedario en a tensión eva desdo las RNA 
Faplcass a as transenlacas ivrsas ronca So trata de una arzana de 1po DIA poiverasa,coneretamenta una 
Polmorasa de DNA driida por RNA (pg. 147) y, por anto, os una transcrctasa inversa pógs 190 y 206 ero con 
Caractrisicas especiales. Efecivamorte, se Wta de una lonucloprctinaque slo es capaz do ati una 
Escumnca determinada de DNA. y que est foma por dos componentes 

*, Componente ribonuciatiico o “RA dela tlomarasa" (A o TER, e somerase RIVA) de tamaño varable 
según aspectes (desde 146 nuceótdos asia 1344) que fama paris negra de la sra. ncuy una secuencia. 
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caracterisuca para cada espcio, d 92 28 1 y conlementaro a la secuencia tetoméricarespaiva. Por ejemplo, el 
RIA componente de la telomeraes humana (NTR) tene 430. ono los que hay una secuencia rca en €, 
(SJCCCUAA() tomplementana y antparaela ala hebra nea en dl epetcóntloméric 5 JTTAGGG) Gracas 
mo se ver luego, l TR ive de molde para asnos nuwvas secuencias tlomórcas, 

2 Componente proteico, que conse a actdad enzimática, o “ansenaca nera de La toners" (TRT y 
TERT. de felommnes rovesa tanscrpso) Éxta es la aCUvi6ad telomerasa propiamente ca, A detec dela 
Fanscriasa mera vie y del resto de DA polrerasas, snitiza 0 DIA tlomérco do novo, sn recent de 
Estadoraguno Genersiment suele acompañado de cras subunidades no catala tambén peter 


12.3.3.4 Mecanismo de acción de la telomerasa 
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123.35. Funcionalidad de la actividad telomerasa on las células 

En las cálas somáticas dela mayora de lejos adulos no ext actvida leomorasa, mientras que 3 ota 
prosante e Cta de lana gerinal, o eos lotes yen seis calls mac (prcpalmente hamalopojia) 
odas os llas poco ferenciaas y an poa prlleación Eto se debe 2 la eguación dela ososin génica, al 
igual que gara cualquier ota proto (sma 20), ero aquí nose necesa eta ens mecanismos po ls que se evt 
Incxpresón de la telomerasa, no que mera dea” sus consecuencias 

En ausencia de tolomarasa. a medida que las clas sa van dvidendo y anvejcindo- suren un proceso 
constante de acotamento de sus tnómeros (pÓg. 158) Dado sl cardctr roputivo y no cndicante de stos, 
Incalmento os póráda delos extramos de casa cromosoma no ens consecumncias, poto lega un punto, agotadas 
todas ls repeticiones lemérics, en que seca a agteres codficanes y enionesl uncón clar e vo perjudicada 
yla có lina pr mor, S ha considerado ote acatamiento como pare de un ae ilogico a cat que mide al 
rocoso de enveecimieno, cortado" el número de dviscnas hast que la célda debe mort, para Condal sl su 
Fuoltracón camecta a o edo 

Puesto que an la mayor par de as células d un organo o hay actividad toomarasa, ote acortamiento os 
faioogic y se produce contrusmenta durant lod la va e un ndvido, En lec so a demostrado quel párdda 
ds repatconssiloméncas aumenta proprcenalmrio al número de divisiones micas expurmentadas o a la 00d 
de náviduo al que pertenecen ls cétos, En consonancia on ost hecho, so ha observado que la nvoducción 
fica e tolomerasa en có semátias rormales repone la pérdida de tolómeros. Se concuy, portant, que al 
ccriamiento tomares ía relacionado iersomerto con 1 grdo de moralidad ear y, un Sota, que el 
Envejecimiento es una consecuencia de la pórdida de tsiómeros con la edad. Elo as también e acuerdo con la 
eric scelaada d lómeros bancada on acentos de vanos Endromes de evejecmento prematuro, 

La tolomarasa está presente. por ol contra en casi tods las cui en proseacón, an espacial en las 
clas tumorales, contibuyendo Junio a vos cres al grollració ndetrida do cs tumoras Asi, el aumerio de 
Acad telomerasa obsertado en fosas tardas del progreso tumoral puede ser nocasaro para al recimiento del 
dinos, podr la muerte ela 

Por coneguiente, se ha propuesto la imnbicón de la acidad tolomrasa como un principio de terapia 
antitumorn! y a toomorssa sa considra una ana leapéutca. Se buscan aciuimenteibiores especicos del 
Componente tato de la teomerasa numa. ámacos y actores que actien medulandolatlomerzsa cualquier 
¿ro componente asccado a los tormes, Esta aspectos Heron un ran ars apicado on relación con los 
Frctiemas de envejecimiento y cáncer 
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La replcación el cromosoma mitocondrial humano s rslza por un mecanismo peculiar, áeranto l estudiado, 
para los casos de procnolas y senoma putear de eucarcias. Provamene,5e debe aroducr algunos conceptos 

En el cromosoma miecondil, cular, una delas habras poseo un mayor contenido on bases puríicas, per lo 
que sa conce como habra pesada o [de heavy, on inge), mentras quel ca sa hebra ligera L gh) Por 
aparte, wa zona parlar dela mola ci el nombre de asa de desdoblamiento y de desplazamiento, > 
cl (O. se vaa de a única egin o codcate del DIVA mioconcri que desempeña el papel egin de. 
convo, puse contare alorgan e repicacn de la hebra y los rigenes de Vanscipcón de ambas hebras. 


La prmera caracter sigui de a replicación del IA máocondal es que no tene gar ospacticamnte an 
la fase 8, sño 8 largo de lodo el ciclo cele, Elo ata de acuendo con la visón de ls mcordras rante la 
inenaso, en estas con a avión de aos orpándos y de a cul. Además, no todas las moléctas de DMA e 
Fepican una vez po ido, sino quel hacen alar 

La segunda pecularidnd que ofernci esta relación del del genoma nuca es su atan unidireccional, 
meciate des horqulas que paren de origenes diinis y avanzan on sonido opuesto smiaizando una sola tra 
ada una. Como consecuencia de este mecanismo, la repcacón amén so Gerrcia de la del DIVA uetar por sar 
o simultanea. bifocl y cominua (no <o forman fragmentos de Okara las d0s Petras so alzan como 
conductora) 
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La htridación es un fenómeno de Importante apcació práctica an odas las das do La Blogia Molecular 
Ingenieria Ganáta. y an esgacia e a Prog Molecular. Para comprender asas apicacimer es preciso studar 

itamento a base molar que tundameria ese proceso y los métodos de ensayo eaborados para su aicación 
Famento ma) an como ts tren de preparación de sondas lema 14, 

La hibridación etá basada an el proceso da renatrazación de dos cadenas sencilas de un DNA, que se 
obser, por ejemplo, alentar lensmente una solución del DNA Cup previamente desnatuizado poe alar. La 
sensisliad del apareamiento por puentes de hirógeno ere basos complementaas (AT, A-U 0 C-0). presents en 
sanas senclos contiguas. da lega 3 astucuras de Joe hata, de pan astabacad, Éstas pueden ser hibridos 
DNA.DNA, hibridos RNA.RNA (ambos horesipas) hibridos DA-RNA (atercipio) 


13.1 INTRODUCCIÓN: DESNATURALIZACIÓN Y RENATURALIZACIÓN DEL DNA 


Puesto que la htdacón sue de 1a Observación del proceso de renalurización de un DNA provamente 
desnanualzado, se estudian como invoducción ls procesos de desraturaación y renturalaación 

AN igual que las priva, los cidos nucacos se desnaturalzan por afecto de agentes químicos o fisco, 
pere su conomaten Wmensiona, en especial loma dupienaicoda! del DNA La drsnatwalzacon ss debe 
Taro a aro delos puentes de hdrágeno entro pars de bases como dels inteacconoshidrlóicas air bas 
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placas. Al desnatuabzarse las ds habras el DMA sa separan y pasan una contomación al azar (o de ol 
lost) si que se tor a estuciuropmara, pues o hay rula de enaces contents. En l caso de los RV, 
on muy sita conformación tndmensnal apesar de  onlcga e estructura primar, la desratización afecta 
Fundamentalmente a os RIAS y IRIS. ya que son los que presetan een on obio hálc, Al no dar lugar 
Aplezcinas spermentales, a desratralzación del RNA O sa coidora d oa periclaren est tea. 


13.11. Agentes desnaturalizantes 

Aunqus pueden considerar desnturalzanes os miemos facors que actúan obre las protins, 4 0. 
taránaqui, brevemente, los ácidos y bases y clero agents químicos. par cantrr La atención en el electo e la 
lamperatura, como factor ropresertalvo. Aunque cada uno de es ene Un mecanismo patear de actuación, tos 
dobitan ls Iterscionos por puentes e ogano io e aplamiento de bases, conduciendo a un mismo precaso de 
esnaluazció y de separación elas habras 


13.1.1.1. Desnaturalización y renaturalización por efecto de la temperatura 
La temperatura, el agantedesnaluraizant más representa, actúa del forma sigut 
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En general. se pie el proceso de desnauralzacón para ol osudo dela ostrctra del DNA, mientras que la 
ronanualzacó as ll somo base de las úcricas de hibridación, de enorme ascendencia en Biología Molecular e 
Ingensera Gandia. La desralracacinrenaturaleacó es especialmente ica en la técnica de PCR (tema 15). 


43: 


2. Desnaturalización por ácidos y bases. 
¡Como ya se ha estudiado póg-42) el apasamierio de las bases cisminye o se debia por vales de pH 
alejados de 3 neutralidad, con la consiguio desrafurilzacón dl DA Sin embargo, un mado ¿cdo pueda conducir 
Fmblón nl uptra dela esruztra para dels Acdos mudos reuendeso quel medio dodo fuen foo los 
ricos fostodóte y Megicosiaos, mientras que en coniones más ues -por eomplo, pH ardedr de 3- e 
separa las puras. pg, 18) Por elo, paraa desnturalzacó del DNA es más Pabiual ompisar condiciones alcanas 

' DNA a llranca del RA s estao) La neralzacn del mio puede permsr la recuperación de a 
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13.113. Desnaturalización por agentes químicos 

Alguros de los compuestos empleados con tecuencia para desnalualzar 11 DNA son moéclas senil 
“tamente polares, con gnipos amino y Crtonlo, Esos ls permuen competen la matón e araces ds idtogeno 
on os grupos amino y carton propos de ls bases, actado al rupua de sus aparamietos y la consipnto 
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"epercndo del po de acción del agent desnauahzart yde la foma como eso spent seso, so puede 
corsogue la enatralzatin dl DNA. de modo análogo alos casos anti 


13.2. Influencia de la desnaturalización sobre las propiedades del DNA 


Ena rdetca, 1 dsnaturalzació del DNA se puede segu fcimert misc aqualas propiedades ficas que 
¡permiten Sleenca el DIA 28 dobla htc yl de bra serca Varias de ñas expermentan roundos Cambios 


stos cambios tambén se puedo obtener nicmación de to otucural cerca del propo dcio nuceco (sunque ate 
spect no se considera aquí 


131.24. Influencia sobre la viscosidad 


La reatvargaez de la dobla há y nu inmensa longvs on relación al didmabro acen que las dsluciones de 
DNA de dele habra aan muy Veco, Por comtano, en forma d Para senta plegamento al aza ela cadena 
cs que a vacosida sea menor. De acuerdo on o, l sumen a temperatura, lp 13 concentración el agete 
uimin y produce destacó, se observa una nación ant condo de 1 dclución de DMA 


Tambor nl vacoaasa y abuorcin opa del ENA po leia dea tempera 
(rslacos smiare se obtenen con cuelgues co ajete desnatralzante) 
mayor temperatura, ar grado de desatualzacón 
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13.122. Influencia sobre la absorción ultravioleta 

FRecuórdos que las bases nimgonadas, los nucitsidas y lo nucitidosposoen valores másamos e absorción 
del uz cercanos a fongla de ora de 260 nm. dedo a praoncia en u melécla de sistemas conjugados de 
ntls niacs, Esta proprdad so mantiene a ls cos pues, pro la magnus de a absorción nos la mama. 
pues l planto y os puentes d Figano la reducen a esto ae lama acto hipocrómico) Por eb, ol DWA de 
Pobra seca absorbe en muspiod simiar los nuit lts, monte qua el DIA da Coti eta abs 
manos. Come consecuencia, a desralrazación del DNA va acompañada de un aumento e ls Ay (que se Ramo, 
efecto Npercrómico) 
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babrvose comparatvamente la reaión existente ave disminución del visasad y aumento de Az ny on 
sl proceso de desrstraeacin del DNA. 

El RNA, al presenta on su maté un rado anat de dot hera. presentar una absorcn Intermedia entre 
la de un ONA dias de lama equralent y uno de Petra simple (Onabratzado) 1 magnlvd depende de la 
comejdad de su estructura secindara y. por lato, lambión dol po de ANA (mansajr, rosómic 0 de 
Vranciornca) 


13.23. Significado práctico de las curvas de desnaturalización 

La rprosotacón gráfica de La variación de vscoidad de Aus rente a temperatura o conconración de 
“gente espalralzate) pes citen las curvas de desnaturalización que son ceacterisics para rada DNA en 
“Saolucón El caricer modal de osas curvas indica quel desaurtzación se produc brvscament, on un margen 
muy estecho de temperatura, de pH o de concensacón de aganta desatuaizarte. Eso coneasa con la nanción 
más gradual observada on la dosnalrazacn ármica de proteinas, y super que las nteactones que mantienen a 
dobla hélice [aplamiento y puentes de irigano) son ooperatas os deci la separación delas hebras en un punto 
lavrec quese san separando on l oso ela molécula 

A sr la transición ta brusca, la doaluaiación lómica del DNA es simáar en cierto modo ala fusidn de un 
sido, por lo qe so habla aasón de curvas de fusión y a toperaturs conta dl mrvao e transición (50% de 
Gesoatualzación) se la lara temperatura de fusión (T, 0 Tm del ingles mir) Bajo condiciones frida, cada 
DNA muestra una cua de són con valtws caractrsios de Tn. y de magri el aleta hperiómic (encia 
rta Au ánima y misa, o cambio de viscosidnd) Estos alos son una medida 8 a establidad estructura dela 
moles de 400 nue, Su valor depende además del ph y a fuerza nia del me, y dela composición en bases 
cio nulo. 

Es importante restar la olación ote Ta y el conteido on paros de bases G=G6 A=T dl DNA: Cuanto más 
abundantes son C=C) mas desplazada hacia derecha aparec la curva, e dect, a necesta mayor lomperalra para 
la desnalurlzación,T es mayor Y viceversa, cuanto más paros A=T, mayor dosplazananto 3 ugulerda y menor 
Tm Eslo so debo a 9, al se más fuer a Ineracción arre pares CS (3 puentes de Hegano),mcostan mayor 
orgia para sonar 
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En slct, al determinar a temperatura de fusón par vais DAS de origenes versos, sh anconrado una 
conelacón Ineal co su contenido G+G (que, acudo con una dels reglas 0s Carga, ya estuciadas (pág. 2), 
(ia ena espais y puede empearsa como indice an ostudosevolwce) Elo permús uzar la Tr de una muestra 
¿e DNA para estimar a, composizón en bases, Por ejemplo, puede liza para determinar 1 presencia de regicnas 
leas an 0:00 de "olos CpO”, asocados hecuentemente en el genona eLcanstco a regiones. promolras 
raguladoras dela ansergcn y Cominmente means. 

Finalmente, ln mpresontacón fica de ls curas de desnaualzación y tentación de un DNA parte 
úbserd, Como 6 Ind al inc, quel amis ante ambos procesos depende de ls condiconas e ls que 20 
intenta a senatratzacón. Oivismente, ambas parres éxcuren en sonidos opuesios, pero 3 el entamento os 
lento lens lugar una renaturalzacón meva que un enamnto pido impide ln reascciacn conecta de las 
er 


a 
seve 


Enfriamiento rápida 
No hay renaturalización 
Na permanece cas contame! 


Enfriamiento lento: 
Renaturalización 
(aismiación de aa) 


13.2 ANÁLISIS MOLECULAR DE LA HIBRIDACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 


Det torso en cuenta que la centralización depende lo de la complementan e secuencia e 
hebras: Po elo, aunque lo más proto s que stas e rasocien oemando as miras parejas dues originales, 
puesen das olas resscicones. En pala ss pa de una mezca desntrlzada de molécula sitas 
DÑA, pero con secuencas parecidas en pare (or ejemplo, de DA que cosita a misma grolena en especies. 
“óntrim), nl roatualzar se puedo produ la asociación pares! des hubras procedan 1 moléculs Inplor 
“atrtas Se lemon asi DNA: Mbridos de doble atra. con feiones de apareamseno y d no apareamiento, Esta 
Famación de malas dupes de DIA cuyas otras tenen str open (dra espec o en goma, Sao 010 
ico) recital nombre da bridación. Es coacirisio l carácter arca! de su comsscocin, de ai que también 
o consore Mdacón la lomación de hierdes entre DNA Y RNA. o énve un acido clio y yn lIgonuegt 
tual o srtétco, siempre función de la mite e secuencia cal arcsimente complementan 

Lo establos de nro es Emto mayor cuarto mas elevada ses la roporión de beses complementarias y 
mayor a lona des secuencias porsadas. E acto de que cadenas leete do cido ruic tidn eto 
aca que los crganismos dende proceden comparen un seño rado ds peenca evita común, y que sus AMNAS 
Y proteinas tenen estructuras y funciones sima Sa ds que lo ácidos ucilos que codifican estas proteinas y 
RAS tomen secuencias simios. homólogas, A mayor grado de hibreacón, mayor conexión evolutiva nr 
“species, y mesa: por ejemplo, el DÑA humano hrida en mayor proporción con el DNA de atón que con el de 
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levadura Sa embargo, no es anta la única Lildad de la hrdacón, amo que de lugar a numerosas sotcaconss, 
muchas nt ale sn el dagnóstco cin 


1321 Principio básico del ensayo de hibridación 


Todos los ensayos de ftvidacón so basan an la gran aspecficidad de 1a meraccón one bosos 
compemeniaias Para quel bridaciónpormda nta en un genia ora muesta cuaquera de ácida nuca 
da acuerda porter se requieren os elementos básicos: 
+ La prosenca de la secuencia dana en uno de os fregmenios, generalmente obtenidos con enzanas de 
rearicoon, dela muestra de scdo narco, 
+ Un fragmento corto de aio nuxeic, amado sonda, de secuencia conocida y complementa 
Sana. marcado de ema que pemmta u deteccón (radiciho, coloreado fuarescete..:tema 14) 


aia 4 rad dc DA marcadas 


esa de amet 


há” 
E — + 
O 


13.22 Influencia de algunos factores sobre la hibridación 

Además de a composción de bases de as cadenas, exit uno serio de parimelrs que afecta 3 la posdad 
de reraturnzacin de dos Petras serias y, por lat, Coraconan expermentalmento 1 ralzacin d Un ensayo de 
Ibridación Estos facoro, ya descrisción dealada comesponde a un alado espacio de metodojogí an ltogia 
Molar, sn esorciamente relacionados con a concertación de DNA 0 RNA ana (o slo 1 concentracion de 
cdo ruciico en la muesta, sino sl número de copas de la Secuencia diana que coniena esa muestra), la 
concertación y lamaño de a sonda, a temperatura y tempo de hiriació. y ls caractercics del mado e rsccn. 
kaos como fuerza nea, pH, Concmntción de agente desmaturalzanies, adcón de Gerios solmers, ele A 
coniruación se comenta blo un aspecto, 4 iierés geral en cualquier ensayo de hibrcacin, determinado por 
gunos e dicos actores 


132.24 Rigor de la hibridación 
Se del al igor (on inglés, stigency) como el grado de especitednd an el apareamiento conseguido an os 
hisidos, es decir supone una mecida de la capacidad de seconccmiento mutuo de dos socuencs, Al realizar a 
Fbrdación, normsinenta se bu wn apaosmsento cometo ente sonda y daña, pero en ctasenas Interesa tolero 
al DNA cuya sbcuenc o ae axactament gua a 
eri slaada Pomoogi, Por 40 lado, l control de gr en anda agitación y caso coreo es 
Asencio ser an o quepa union ea de la sonda uu na, tn ajo que forma la hdación 
Frospocifca de la sonda Con secencis poco flaconadas. dando haga a una senal de fondo elevada O 8 alos 
poo 
El rgor depende de diversos tatres expermenals:temporaura y iempo de rensuralzación (o templado) 
Iongnaa y concenracón de ls caderas, composicón de has y ambiente quimico (presencia e cons, formamiéa. 
rea, pH, too de acción at Cum más slewnda es la temporatra durant 2 foso de lemplado más empece 


MÉTODOS DE ENSAYOS DE MIBRIDACIÓN 109, 


deba seria interacción ere las tras para que o mantengan unidos Los cationes monowalenes (Na")esabzan el 
liplx. pues apantalan ta repésión electos entro los grupos fot», citando a aproximación de abs etras, 
Par úlmo, la fomamién y la uva alecian a los enlacos de Ndrgeno (43.185) y son por eo agentes que 
desestablzan la dobla ls, 

En consecuencia, los prscipals lciores que se suslan manejar en la prácica para masmizar lor dela 
Fibidacin, y permur solos bros que estén apaveados complstarant, son a elevación de a tempora de 
tempo, a dominación de la concentración de Na? ye aumento de a de formamido. Veavesa, pra paduc el rgor 

ida, es dec. para pemlr la formación de hitridosparcalmente desaparsados sa emplea lomporatras 
¿e templado relamente bajas corcontraconos alas de Na” y bajas de fomi 


EN rt Oeertzación A A a 


13.3 MÉTODOS DE ENSAYOS DE HIBRIDACIÓN 


Todos os msayos de Nividación so tasan en a mezcia de hetras encia d sedo nucieco muestra dan, 
o morcado, con ura sonda de secuencia conocia. marcada, bajo condiciones experimentales que pormian el 
«poreamento env hases complamantanas.S la sonda al DNA dana son de Joa nera, han 28 ss preamente 
eanolvalzados, genraiment or clon or atamieto scan, Una vez mezclacas, e pets la renstualización 
a a cus, como ya sa a Comentado, se puedan formar iridos sondaidana, Se ha de disponer, además, de un 
nátodo par deca los dos fomads, que nens deteminado por e 1po de marcaje empiado en a sonia. 

Los ensayos de hibridación sa puedon ciasíar en rs gps. 


Hibridación en fase líquido 
Dotblot"y "socios 


Hibridación en soporte sólido + Hiriación de Southern o "Southen Bor 
Airidación Nonb o "Noctcr or 


Hibridación sa st 


13.1 Hibridación en fase líquida 

Este lu al método ncalmonto empleado. Uszando una munsra de DNA 0 RNA en dicción, se realiza su 
ubrdacón con la sonas, astar amas isuetas, la cinética es más rapis Además, tas las molécias ana son 
Igualmente acceso, por oque técnicas más cuatratwa que la ridacón en opone suo. Sin amargo sl 
método que menos se liza acluimanto, Patendo sido desplazado porotos más convenientes. Sa ap, poc 
rg en elos dela estu e los MAS empleando nuclea 51 
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13.2. Hibridación en soporte sólido 

Se tata de un 1po de ensayo más sp, que permite procesar varias muestras simuransamente y fia a 
control de la ibidación Angus le omática de a hbrdacón es más nt y  rzceso manos int, uz mucho 
ras quetaNriacón an solución por sr más sencio de relzar y más vers 

Fstos métodos han adqurido hoy dla un ntrés patcuar como haramienas muy válidas para el análisis de 
“cos nacos y el dagnósico da entermadades moleculares con tnso gnálic, Co antecedentes, puedan carre 
la imowizacón del DNA en nrccelosa. su deteccón por primera vez por hbvidación y el doscutrmieto de un 
método para la ss n sud cconas bacterianas en vos de calucs, 

Fl esquema genaral o psto po do ensayos se puede fusta on el método comunmente empleado para 
idontica, de ato vias colors bacterianas on placas de culo con agar. aquélls que conienan un gen 6 
lamento de DNA de tas bajo ama de plásmido ecominant lema 16) 


AN 


133.21 Hibridación "dot-blot” y “slot-blot” 

Es el método més simply común, gracias su posibtdad de elas con muestras de dodo nucic sin puticar 
(por jomalo, sangre, aces o esplos), La muestra se apica. ben gota a goa (dra) 0 an manchas alargadas 
(saco, score un “Tvo" de non o nivocalosa, ajos prpidados de adsorción Man le molcis de nodo 
nuca y protlna 
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13.22 Hibridación de Southern 

Desarrlada por EM. South, que deba su neto (Soutrm bla, Es una técnica simple y fc de realizar 
un decia acentos de DNA, separados por tamaño mesiame olecioforss en gel (pág. 197), Combina la 
<oparación lectora del DNA con su trnsterenca 3 un sopor sólido o “tivo” (non 0 ntocetdosa) para su 
ersdacén. Tanto ésta omo to postenor detección se realzan de forma más acaz an l ero de oque se nar an al 
el Esta nica ha conmuido de foma notatse 8 aumentarla potencalcad de 3 htrdacón como horamienta 
ralla, coretuyendo hoy da en boguimica tinca 9 málado atu! de and dl DNA extraido de muestas de 
angr,espuos tj y ells (ntacioa. aos.) 

Moloclgicemente, Ímpica cuco etapas ben dllrencados: separación elecrlrátca, desnaturlizacón 
"ranaferenca, ntidación y delcción 


A 


ES 


133.23. Hibridación Northern 

A aeenca dl caso antro, su nombse (ore ao) o conesponde a de ningún ivostgader,svo un 
simplo Jugo de paltas [supe = del sur, pate) = dl ote), El prccediteno s den, per e cido uc 
analzado me ANA. Por su merce lamato, no 0 cesar su fragmóntacón con endorucieesas, poro debe jenerse 
special cunado para eta l acción de Fasas lao endogonas come exógenas (contaminación uy común ncuso 
por las manos el anatsta, y muy deis de rachcr) El wo de agentes desratraizates quo zando receso 
Para cua axaresmienos mrecateraños, que aran et palrn de separación or arano. 

La tócnca de Nbridación Norms amplesprecopslmente para obten vlormación sobre tamaño de FINAS y 
soto ol modelo de spresión de genes especcos Éstos, una vez conados, pueden sr tizaos omo sondas para 
Fiidar muestras de RNA asadas d una varadad de ajos torentos, y as conocer os pos collares nos que se 
esgresa e ge, a abundancia relata y tamano de os ranscnos, y dvoros detal de su procesamiento posterior 
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"Ejemplo de imerpreación 
"eun experimento de 
Souahern 


a els brida na cm e tc eo 
a dede el ER h 
| —— 
(iii delos pan de A nm 


tado de a hibridación Sue 
nea orden a, 


133.3. Hibridación in situ 


Es un Ino especisizado de hibridación en sopore sótdo, en la que la sonda se aplica sobra muestras on su 
tación matual gorersmonte auelas preparadas para meracopia Supone, or tato, el empleo de a ibidación 
hon on abontje Ctológico 6 hstlgko, y metadológamente es anioga 3 las léenics Inmunocoquinicas e 
«munoNstoquicas De tama muy peta, cabo cisingul ente sus apicaconos Is y cromosómica, 


13: 


1. Hibridación /n situ tisular 


Se realza sobre comes de tdo, cálas iacias,núclos aislado... En muchos casos, se ova a cabo 
“arecamene sobr ejdosfjados con mala, nados on parafina, congelados, ES una mocaldd de Nibvicación 
artearmente imperanto para deecar vu patógenos, para dsgnostca clls cancerosas como consecuencia de 
Fanbos genátos para estudar combios un la angesión génica, eleiando secuencias enel RNA cer. En ste 
caso, mas una ación Suavo de a proparacón, so añadon sondas do DNA complementa (<ONA) e hera sena. 
La deteccón se realea por auoradograña y scamon de la policl soga joel microscopio, pr microscopio 
de Pucrescencia ss ormploo sto marca para a sonda [ema 14) 


133.32. Hibridación in situ cromosómica 
Se reza sobre preperacioes en peta de cromosomas metalicos o prometaáics (pág, 90) tratadas con 


Lal tntan sad. Se ha oresgudo sumentar a senstadad y escución cone emo de senos marcadas con 
Fucrescenda. En esta Iéeica, lamada hlbvidación in situ por Muorescencia o FISH (fuowscence (n ut 
kjaidesnon), a deteción se hace bajo microscopio de fuerescencia, ie deforma deta o poe un método nec 
(689.185) 

En cuanto sus asicaiono, ada la gan detectada delos fuceccromos actuales se puede emplear a FISH 
con tros muy Gerson y se na Comerido an una cnica con aovado potencial dagnósiko en cromosomepaias 
(ima 23), ones uml, viciogía asplats, e 

"Uno de los métodos surgidos ds la hitdación n situ cromosómica es el denominado pintado. 
(etvomorame parti) dende se usa como sonda una mezcla de Iugmantos de DNA precoderss de Un mamo 
Somooma, an local e observa Aucrescenci en sl tomotoma compis, So fait al dencacn visual e 
Exda voresoma [o varossimotáneamente, sa empleo sordas con stris fucrectomos) en lo que ha amado 
kn carcapo mascar” Ext es úl para its gandesreceganizacones de las cromosomas, que teen lugar por 
emo en procesos cancerosos 
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13.4 Técnicas relacionadas 

Se comenta Mnaimente uns écica de andes que un no estando saca en os pinitos de niedacón posos 
una siltud en los plortamientos que hace Intessanto su exosidón an este lug. Han Jugo tambien ros 
humerasos métodos de ani e acido nuceicos, varants de ls aqulespuestos. que comibnan reconocimiento 
e os dcdos nucleos por sondas co a ineraccn especia ente acuéls y punas, tes como los ensayos de 
etardo en 960 os métodos Souiwesto y Far Wester, Su descripción excede cane e sto lr 


13.3.41. Transferencia Western 

A pasar de que en esa cas na siste idación env Scdosnucios, so desc aqu ote mátcdo por u 
“rt lénia y mecanica co as htidacones Sour y Nome, El ensayo Westen (ester + el oeste) 
“emplea para dstectar ls proteins procenes an una muestra. Para e, son sometidas a decirles en el e 
polzcrlamida separando an función de tamaño y carga, sao en acaso frecuenta de electores on presencia e 
SOS, que separa lo en función de sao) y anstrdas a una membrana (ester o), La delsción de las tandas 
olecas la membrana Ivo va realza gracia ala unión especfca de un antro conta la proteina o egin 
poteca que se quere estudar, De foma sinla l marcaje y detección de sondas de dedo nucico, e puedo marcar 
rectamente el anicuerpo o detecto mecnte la unión de una proteina Iganto marcada su vez, Larto empleando 
sclopos como nicas na radacivas. El parate (ys llrancias) atv los  métedos so rus on La Fura 


Soulhem Northern Westom 


De foma ansloga, también sa tetan onayos “ota y "tia par polias, con un plntsamientosimáar 
al oxpuesto para acidos mciicos, alo por epa de muestra y un precnóimiento de unn y detección compltamens 
análogo all westo (en ese caso, comament, ln alza lectoras no es prisa transferencia 


Tema 14 


Preparación y marcaje de sondas 
para hibridación 


144. Preparación de sondas genéticas 
1411, Catifcacón de se sondas, en función del máiodo de preparación 
14.12. Sondas convenciones 

14121 Sondas de DIA oteidas por onacón collar iecnoigla dl IA tecorbinanio) 
14.122 Sondas de DNA ctteidas por conacón cells (ampiteación por PCR) 
14.123 Sandas convencionales de RNA (bosondas) 
14:12. Sondas stas 
14.131 Sintesis quiica de lgonucidiaos 
14:132 Dsero de na sorda sntca 
142 Marcaje de las sondas. 
1421. Marejodreco enla molác de sonda 
14211 Marajecon DNA polimerasa 
a) Hdi de rasado e a a. 
1) Mato de nación cado al azar 
14212 Mareajo toma 
1) Marcaj con polucioldo quina 
1) Mara terminal porro 
1422 Marca extemo al sonda 
1423. Marcaja dro 
1424. Tiposde grupos marcadores a intcadors ys deeccó 
10243 Marcadores radacivos 
14242 Marcadores o radacios 
14223 Gaos nscaces 


Camo ya se ha indicado, la detección de dcdos nudecos mediante ensayos de hibridación dependa dela 
presencia de la secuencia dana a deecar on la muestra y d la spots de uns sonda y oloructecido de 
Secuencia complementar 3 la na, Por tato, la idad dela ridación. el punto ive, radica en ' sonó e su 
iuraleza depende que el ensayo sea uo, El age! de la sonda equal al de antcaspo en un Imuncensayo y 
dl star marca, us posible laz y Cuantlcar Cualquier secuencia na con cual so pueda tar Gracias al 
“poo de sondas, la sensoagad 06 1a ondacón es muy mlevada, hasta un máon de veces aupa 1 detección 
roca por ros miñodos. or ejemplo de tinción tras elecuooresa. La sonda a convite asin un elemento esencia 
pate cuaquee tudio molecular, en especial para analiar la varias O potmortemo cel genona. Da a la 
Conveniencia de estuiar ln métodos de roparncón y marcaje de sondas, como aepacis esenciales pora ss ampleo 
nonsayos de hibridación 


141. PREPARACIÓN DE SONDAS GENÉTICAS 


Se utiza una gran vanedad ce métodos para cotenr sondas, lato de DNA (an tra doble y nebra seno) 
como de RNA. Obviamente, para su empleo en el ensayo e hdacón la sonda mempea ha de encarar en loma 
e atra sencla parao cual e acuosa slo desnatunizacn de a sondas ds gabi pt 


176 PREPARACIÓN Y MARCAJE DE SONDAS PARA HIBRIDACIÓN 


14.1 Clasificación de las sondas, en función del método de preparación 

Las sondas so pueden clar sogin vaños eteos: longitud o tamaño de la secuencia cana, método de 
marcaje y dntección. lamaña e la sonda, mátado de preparación, se. Este Úimo coro bs al más ulizado 
(cingalés entre sondas preparadas por métodos convencionales [or coracón collar oca, amas 5 y 18) 


Dor métodos de sms quimca, 
Tipo de sonda RITA ns 
Material de parida: [DRNA de dable eta EA, DA de doblan | Nucleo 
Matodo de Tionacón | Conacón | — PCR con — | Cionacóncelaren | Sivesis quimica 
obtención: colar | acollar | wansciptaso. | vectorespecil 

Eco | (PoR) | ive rr POR) | seguida de 
transcripción 
turas dea Fragaria de DRA —Ribosonda"-— | Egon 
sonda formada: (otgodesoxioruiecido) ¿ragmemo e RNA | — Polo) 
[oipemtronUcadedo) 


14.12. Sondas convencionales 


Tambien amadas sondas genómicas, clonadas biológicas, fueran ls rémeras uizadas y han contro 
especiimenta al progre de Bltegia Maca 


14.121. Sondas de DNA obtenidas por clonación celular (tecnología del DNA 
recombinante) 


Son de tamaño opus) vero, erre 100 bases y crios do K, Aunque los delas experimentales dela 
cionacón colar e estudien más adelani la 16) 5 acolanian aqui brvemente sepas principales dl proceso. 


Aa eh. NO 


nc de encon 


A, 


a 


14.122. Sondas de DNA obtenidas por clonación acelular (amplificación por PCR) 

Estas sono son de menor tamaño ques obtenidos por clonación collar, aire 0 y 204. El método de 
reparación (PCR, lema 15) tambn consta de un menor número de sas, por lo que las Sondas ss bienen e forma 
ras rápida y senil En ganara, pared de DIVA de dot hebra se popara sordas e a mama naturaleza, salvo 
Eno POR asimétca, que tous DA de habra pensa. y enla RT-PCR, que permito otener sondas de DNA de 
cti eta partiendo de un RINA (púg. 195 


PREPARACIÓN DE SONDAS GENETICAS. 7 


“/1 y vana 


14.123. Sondas convencionales de RNA (ribosondas) 


La clonación callarse puede emplear también para preparar sondas de RIA de unos mies de uc, El 
caso, reatramenta compe se basa en a ansergaón de un DNA previamente ondo. So usa un plásmido 
pacal [generalmente al pSPI4) que e coracaiza por incre pomor de una RIA polaraso de go omctor 
PO) El 'ONA rosulato, una vez punlicado y nelzado, se Uliza como mode para La anscrpcin por RNA, 
polmeraca SPA que tracitn el inserto espociicamento a part de la secuencs promotora SPS, slszando 
Fmorosas copias [de hebra serca) de RA. Si alguno do los NT sustos de la RNA polimerasa. ota marco, 
(pag, 181) sé RNA se puedo Ur rectamente como sonda, no. bara marcarss el RNA posteriormente a su 


sención 
de 
A 


po 


El 


(at 


rc 
sosa junto 


Ventajas delas Abosondas. 


Desventaas de las nbosondas 


TO podero Tomar el Pomodaple somdaonda 5 
lavoro la facial interacción de la sonda con a 
Las sondas no unidas especfearento pueden ser 
Ailmnadas por dgestón con Rias, que dagada Pebros 
Ferca, poro resta los htrids ANA nd DINA dar 
'Se puedo mplear como control regstvo la sonda 
complementa (cscuerca, an dreccón amero, 
pag 248, conseguida al corporal nsero Juto al 
Eomoter an orenación ona) 


ES ecesao usar un yector de coacdn 
parlar, con un prometo e ranscrpción 

"Se aumenta 1 compljdnd 91 procsare la 
tapa de renccón RIVA palmeras 

Puesto que ol ANA os mucho más lab que 
sa DNA, y Rasa osuna contaminacion muy 
Frecuente, serena un mansjorugadoso de 
los ondas de RA pra otr su degradación 
y al Uso de técncas y meto! esteros y 
spucifcamorte ers de Rilase 


14.13. Sondas sintéticas 


a capacidad de sntss quimica s esencia en ingenieria Gondtca no úl para preparar sondas, sico tamién 
para mosiiar parcial o grandemente un producto génico 0 para sintetizar genes compas En general se oben. 
Sondas de DMA más oras que por comacón El mátodo más popular e a ames do sos conos de DNA [de 130 
8 nucleo) monccalenaias Taradas ligonucistidos o amplomante aos. Estos pueden ser lamtién de NA, 
ungue sa smeizan con mayor fas. 
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14.131 Síntesis quimica de oligonucieótidos 

E aspacto básico dela síntesis os la formación ropoltiva d un erica Ester entro l grupo Joso de un 
cido y l grupo 5-OH de o, para dar un aiaco osodóter, Es dec, se paro de S-MPA y 50 avanza en 
“ento 3-15, a úlerancia dela simenis de dios nucleos en ls célas into ropicación como ranserción 
“mpleanS-1TPa y avanzan de 5 3) Los MPA $0 añaden no a uno pariedo del primer nucoosido. que está unido 
or suposición 3 aun soporte sólo y conatura el xvemo 3 del cdo uc una vz sisizado. 


jes par una DINA polimerasa. panir de S-dRMPs 


AO. 


El penca! pobla e la gan reacidad de os dNMPS, can grupos -OM primario y secundar, un NH un 
gruvo foso y grupos amino io condo en a base nitogonsds, po lo que e fequeren méd de bloqueo y 
Felboqueo queno alacien iraversblamante a ninguno de es componente de la molécula de nucisódo Por or lado, 
grupo fostato (en 3) ha de activarse paa que rsccone con l-OH (en 5 del nucdtio ate), 


Metodo dsarlado els años 70 por. Gobi Khan pura la sis qu e algas 


e 


Y imei de 


ESTI 
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Detalles (reaccione, grupos protectores y ativan) dela sisi e oligos pur el método de oran 


Activación del fosfato 2" no nus coms al. sn sfm eo po qu ams de ciar 
encinar nin A 


Protección dl ¿OH $" mese un po mens (DMT) que ve sae mc cid En tración e 
ar tomen 


Protección delos grupos amino cxocieigs de las buses hasuamene cn gos bro baii 


Nsemstcnin casado Ni 


Resultado Fil cido (SAMP repro por pra casi 


21 atea 


Estos procesos estn ya noy da aomatiados, son frios yde bajo costo. Debido ala que a logia de 
stos alg so ve imiada por el renimieno e as reacciones de snesi, la sensirdad alcanzada con los e, en 
esaral, menor que cons sondas obtencas por clonación. Sn amesego. la conti mejora los métodos de tea 
ulmica peral tención de ligas cada vez mayores 

Fiespeco ala quimica de sintesis ds clgonucicidos de RNA, esta más arasaóa debido a la dfculad de 
oteger el grupo OH 7 ln aocar 3 


14:1..2 Diseño de una sonda sintética 


Las sondas stics se diseñan de forma que conterga la secu complementa 3 una zona dl DNA 
ana, por ejemplo, de una pare del pon que nessa analizar. El bgwo es pregrar un oigonucttdo que pueda 
brdarse con dicho DNA. Generaímate, se protende Icalzar el gen que Cosica la antes do Gra pote 
deteeminada. Para daenarla sonda es cesar. 
1. Conocer la secuencia complea de la proteina, o al menos de un tragmante de ala, al que comesgondorá la 
secuencia dana de DNA. 
2. Alpars de esa secumncia amínoacidca, se establece (en hase 1 cñigo genio) la sun nuceotiica que 
habra de tener el DNA. Sn embargo, debido a la degeneración del Códpo gensico (dni Imuciocisos 
cesfcan un mimo aminodcdo. pág, 205), hay un número elwado de necuencos de DA que puedan coicar el 
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mismo pofpáptdo y, cbvlament, no se pueda conocer prior cui 9 la quelo hace an el ganara ral dela 
sl poro que ss precio sintetizar sonda que cubran ios ls postlidades 

a. Parareduce su nimero, 5 seleccona el segmento de secuencia que posea a mono degeneración ost. 

4. Una vez antetizadas todas las sondas, se ensaya su hbrdacón con el NA do para: una de els sea la 


pe A a 
me A 


Se laca are 
ener 


oo qual pos 
vacas. con? posbdads ca 
Venecia sere Te 


ocenia ISA hba el Y > 

rca A 3 [Cd zone de DÑA sir de 
"od pr ira he 

ñ ñ arrasa Dead pan qu, der ds eos 


En este 1po de experimentos los métodos de snaisy secuenciación de potinas y de DNA comergen y se 
«complementan Como =e acaba de ve, la socuenca de Una prleina asia puede usarse paa sidar el gon 
«responderte: de un fora simi. aunque aver, un gen Gonado y, portant, secuencado) puedo usarse para 
ular la proteina produc, la secuencia del gon permi donar y Anita quinicamente un págido cono que 
Fepeseria una pare del produco polaco del gm. Entorcas, Una de las posibliados 05. por ejemplo, Uizar 
cargos contra ate páptdo sé para dere y untar la poi para su estudi posterior 


14.2. MARCAJE DE LAS SONDAS 


El emploo de sondas de DIVA 0 RIA como herramientas analicas para tocalza secuencias dana pr ensayos 
de ndación requiere cgatoramente un preens e marcaje d la sonda, que permi su detaccón. La molul o 
uo marcador puede tner diera naturaleza, slompro y cuando sa pueda delata su presencia de foma directa 
indirecta los marcadores más ulizads son isbtopos radiactivos, Muorocromos y enzimas. En enara, dn lugar 
3 métodos sonclos de setzar, que detectan concentraciones muy bajas dela sona. El mataj deve ser eta bajo 
“veras condiccras de lempersur, detergentes, isoents, te. y no afectar la reaczón de iridacón. Los 
máis redacivos sun los ampeados Cseamente, mientras que los cvs marcadores Surgen pincosimento para 
Faros pasos emvado de la ración. para aprovechar la mayor vida mada de $us reclvos de marce y. en 
gunos casos, para mejora el má e detección, 

De forma genérica, pueden plantarse dos ipos de proceso de marcaje 

+ In vo (más consctamant, an culo) Se hace surerstando nucleos radiactivos acáluas mn culo, que los 

incorporan un mu 4cdos nueces da nueva sntean Su uso as Muy Iago, pe ejemplo, ara preparar DNA 

ra marcado en clas infectadas por vs. 
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+ ln vio Es más verá Puedo hacersa amieando Iétpos radiactivos o por otros mátados atematvos. Se 
exron a cortnuncin algunas e las veras vans mutvónoneas 

En muchas ocasiones, en escil con bosendas y sondas siniétcas 1 soda ss marca al mismo tiempo que 
se prepara incuyendo, con ts NTPS que hay que suministrar a a reaccón de sisi. gun de eos marcado (con 
dn ltoo radiactivo, un furaciomo o cualquier to de gupo ncado mientras que ensrs el marcaj sa maz 
Vas haber completado la sintesis de la sonda. Puesto que la preparación de sondas ya se ha enusado, os 
Contraramos ahora en sta limo caso, aunque as consideraciones rastas a a detección true gualmente para 
Sondas marcadas durante su tención. 

El principio hásco del marcaje sl unn quimica o contgación dl marcador 21 sonda (on e caso radacivo, 
en osas el /stcpo forma pane os la molécula de sonaa, nose une sha) COMO se acaba de indicar sto puede 
Facero uniendo el marcador al sonda ya preparada 1 an nuceándo que se incoporaá durant la pregaración de 
aquél. Por ot pere, ln sonda pundo fovar unido el marcador detectado Ímsiogos drecis de marcaje 
Continuación) o bin cre molcul no detecabl o "Grupo indicador” (on mps. epore), con la poción 
raconceidopostenarmanteporuna proteina detecta”, que 51 que va marcada (ieadosindects, pág 188] 


O e a 
"es leraivas después del sins de asoma o durant el: 


Nucleñódos ———0>— San 


rd 


Er Nulednido Mareo — o 
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14.21. Marcaje directo en la molécula de sonda 

El grupo marcador se puedo un covalentemente a grupos tunconates especiicos amar aiaces covalentes de 
forma mespecca Los cidos nuctos muestran menos gus funcionales adecusios par ota Fin que ls proteinas 
bánicament, algunos lomos delas hases nisogenadas [ospeciaimerte. aquél o Ímgacados en el apareamiento 
con la base complementaria) y os guposleminaes 3-0 y 3-P 
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Marat coraente del nda (pe métodos quimicos): 


NIP oscnda + Turcos fa qa MT soda mudos teo or 
e a oc osa En 


emp de moto 


En esta categoría de métodos puedon consideras tanto inclusión de nucedtidos marcados durante ito 
¿ela sonda como el mare e la sonda yaleminada. De stos lumos métodos, se comentan continuación ls más 
tepresentatvos 


142.11. Marcaje con DNA polimerasa 

Se rta de métodos de sintesis enzimática, los más comunos. Los cuato1pos de nucsctdo (al menos uno de 
los martado) sa ncsporan durant a rmnrón de siria de uns cana de DNA. Existen dos vañantes. tasado de 
la meta (nck ansia) e ¡nciació o tebado al azar (ando ¿rin 


a) Método de traslado de la mella 

Es un métedo fl y rápido, considerado el ejemplo cisic de Incorporación ercimátca de un marcaje, sin 
necasiad de desnatmizacón de la sonda de DNA dote. Requiere dos enzimas dsinas: una desorimbonucieasa 
(Dhiaea | panrsótca) y una DNA polímerass (DNAga de E cal) El rsulado del marcaje es la suttución de una 
¡ran paro (20.00%) de los runedrdos ognales de cada hebra de DNA por tos marcados radacivament an su 
posición 9-5 


His, dardo a 
one op 3-0 


a o NA 
ami (Rc ote Verte y 
a 
e mi 
A a 
iria] 
SN ms 
a 
e SS 
a 


e A 


omo sao, mes epi 
trade de Sao DA 
aurea eta ear cdas 
aten So sar 5 amado pode 
comino aves el poor decimos 
“lemon ecc. Una hz pudo 
resción cn co y EDT eri y odas 
a or opi 


sonia 


Puso que sl mucistido marcado su Incorpora al sona, en lugar dl marcaje rlacivo (an gua) pueden. 
“mearssnutacudos mareado con fuotctomos 6 con guos ndicacras (pág. 181, 185) 
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b) Método de iniciación o cebado al azar 

Esta atomatra, a derncs dela ateior, require la desrtrizacin nicol del DNA dobl, para que hrs un 
lgorucestdo que actua como cebador de la topicación por DNADOL de E col Arcra bin, on esta caso sol se 
regule la nctndad polmerasa, por o que se prescinde del Pogmerto pequeño y so suela utiar el iagmento de 
Aonow (pdg, 147) Exa léenica lc una sa de verijas do carcir Iúcnco rospocto 2 la amero. Cuja 
condaración escapa a nuestros ojalvos e carácter esencalmente concaplal 


nea le 


merci dei 


e 


IA 


cales LE tame e ca de 


Tienemos 3-0 e Js go Edad 
dan ems omo sabre pr 
E an acid pliss» 
SE pero 13 som, 

aa po iru 


: ET 


rones deis care 
O cio de Inga marcas 
idad oi ado 

asa epi n emana de Icaro 


A e 


Al gul que el mátado anterior, amis Lame nucestdos marcos con usrocroros o son grupos Indicador 


142.12. Marcaje terminal 

En wste aso so apli, on lar de una sins una modilicación anglmática de as hebras d deco metio 
existentes. meant la mcorpracón e uno unos pocos uclebidos matados a 4no 0 ambos extumos dal sonda 
e DNA O RNA, Aunque se utizan menos que ls arras, son métodos es an nos casos, ps ejerlo para 
marcar los de hata sencila. Se utlzan ds planteamientos: marcas con poluedio quines y $ marca 
terminal por rteno (fin ancla), 
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a) Marcaje con polínucieótido quinasa 

Este metodo no cspende de a exstenciade una tra mol y, or nto, puede emploes para cuiqurtpo de 
onda de DNA, senct doble, de RNA. Consiste, en esencia, en un iecartso dl 5-Peminal de cur hebra 
por al osito (marcado) en posición y de un GNTP. con a intervención de polnuciecudo qunasa y. opcionsimenta. 
fectasa lana 


lucida ás ga 1 llas 
Encoder fl al-ON hn 9 del 
ES E 

pompa AIN 
SR OMA O <A 


- — 

Ta palau quiso pas tamtn small 

> iia desc del len Emol del DNA 
A o 


PDA DA PS E 


En este caso sólo pueden utizarse marcaje reacios, puos 1 nico queso incorpora al sonda es el otto y 
eeare. 


b) Marcaje terminal por relleno 
Esta método ta caceria por ser el Unico que utlza una enzima de resticción ospocica para fomar dos 
estres cotos. que luego son “elenados" por la DNAJOH, 


dE ro 


DNA die cepa conta 
enanas de reci cen, par sen 
Ci exenos coloso solos 


iran depto dea DÑA ple 
q S Ende cial enel 


a 


Fruonentos marcado e un soi exter Suso ar sonda 


Este método de nuevo pers lus tant de nucieóidos radlcos (on la Fgura) como de aquéls marcados 
con tuorecromos con grupos Indicadores 
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142.2. Marcaje externo a la sonda 


En luar de mascar sus pros nucleos, a sonda se puede une con aa molécón que a su vez leva al 
marcer. Una posiblisad esla unión de proteinas meda reacios entacruantos (crossinars oralnido, 


E o ios 
O 
aaa iaa a 
Pl brota 
O TS a. 
A fra 
EST ENS cas 
A a IES 


14.23. Marcaje indirecto 
Como sa ha Indicado (pág. 180) puede conveni que sondas una un gupo o detectable indicador, el cual 
an una segunda sapo os mconcedo por ara mella, generamente una pmiena, que corpo a marcador 
dnteciblo Para la Unión del Indicador son asócabies as consideraciones ya reazacs respecto a la nión dol 
marcar nos métocos recios Setra ejemplo correspondiente 3 la mocfcacón delos NIP. 


Aa 
1 etapa: PrON: 1' a] $ 
O A 
E E 
Era Marcada 
Eb SN 
SSA E paconosinda del 
pS y 0 pra 
e K 
A En 
==; 


14.2.4_ Tipos de grupos marcadores e indicadoros y su detección 


142.41. Marcadores radiactivos 

El marajarascivo a tnlico es l que sos empleado on más ucuenca. aunque va siendo desplazada 
proorsivamente pr ls métodos no taiacivos. Aunque no ext Consenso sec del mare al, am 1 mayor de 
los tasos se hata ron 32P. Puesto que la corta vida media de ese Atopo (142 das) crop dlcutaoos en la 
roparación,comersizació y uso uinano dos ensayos, se uliza Lambn os atomateos (26, e, 45 y dC) 

La detección y rg de hibridación se hace por autoradopra. e sopons con e mates Mvidado so pone 
¡en cotaco con una pelu feograta [del po empleado para ls radogralas) 1 cua) queda ngresrada con una 
imagen que muestra la presencia dela adiaciniónd (ver, por exemple método de Sou. ag. 171) La inensido 
ela ño! depende de a teraidnd del adación aman por lctopo yde Tempo e axposcn 
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142.42. Marcadores no radiactivos 


En función del marcador empleado, a detección se hace por ucrimeta o añadiendo un sustrato espec cuya 
venslomación rzimátc ora naima marcara pueda detciars por alguno de os siguentes pre 
+ Espectrloumalvia media del absorción de a luz poros productos dela acción bien solubles nsolbles, 
an e ulvaila ol us cometía) 
« Flvsrmeia: media de lau emita por roducos del reacción que posean un Muedtoro (pg. 120 
* Guimilumisconcs: meda de ha emida como consecuencia da rezccones can esta caracteristica (por 
amo. laarsormación de ls ucoinas, caalzada por ura, ol xdación dol lumin), 
Debo salas que estos y os procedimientos no son exctusos el marcaje de sondas, sino que se apican 
igualmom a a detección de proteinas. amigenos, pequeños hgandos. e 


Resumen de marcadores indicadores y métodos para su detección 


o la] 7] A PA 


o q 0 [3 pere 
CO O impo mávcto | —asomdogaó 
Digorgenioa — | Anticunpo ant+DIG Po] a A: 


umiteminnceni | Doral d ectno 


Mesción Frog | astas 
ber 
mitico | Deriva retano 
pcatcita| esco Cronica Em] 
3 do 


142.43 Grupos indicadores 


ox gupos ms comunmente usados son hina (vtamina natura) y a igosigonina [sterido dela planta 
gta, Ambos son facimente Contugabos 1 los nucedios y e Un on gran andas, espacivamente. as 
proteinas aida a astepavida ya ancuepos anságorigenna. Al gua! que para los derivados Pucrescenis, se 
“gone comerciante de ¿NT ya unidos tano 3 cia como a Agargenina 

La detección delas sondas uo lovan bona o dgorienina e realza medant ensayos de unión, mias los 
“mpiacs para el imunoenssyo, A esto Mi, la frena detecta, con atidad porel gupo Indicador. se marca 
Erovemenie con un logo radio, un grupo funnescante 9 una encima, 


conta vana Un de aida o sepia 


sonda marcada uni deanicuepo nDIG adición de susto ques ansorma, 
e ipgenis oe con ima Sn producto coloreado o luminiscemte 


Ll Ps 


Tema 15 


Clonación acelular: Reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) 


151 Introducción general la cionción..—— 
152 Amplificación vivo del DNA: Reacción en cadena de 


Pincipl del métado 
Etapas del proceso, 

Algunas caracteristicas del proceso 
Actoratzación 6 a PCR, 
Vinantes da 

15251 POR age" 
15252 PER amada 

15253 PCR mera 

15254 POR con adaptadores 
15255 POR sematnca 

15250 ATACA amplificación de ANA. 


151. INTRODUCCIÓN GENERAL A LA CLONACIÓN 


Concestuimant, el proceso e clonación (clonado v conaje) canas e a cbeecion de un ion, entendio 


como un conto de elementos” genetcamente nt 


"malas, tés teo, Organos y oranemos purcslres tompios. Cada tomporante nda! de 


proce 


f 
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CLONACIÓN ACELULAR: REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 


ue la cionación supone Una amplíicación genbica. Añora Bin, a poser de la desición anterior, erro os 
csmporentes de un con también se de que cada uno es un on de os los (oe). nco ovejas genéticamente 
isóntcasfoman un cen, y la vez cada owja os un on de cxalulr de e demás, adas son cnica entro 6 

Dete indicarse que la clonación es un proceso fciógico normal. son cióncas las cóuias ambrionnos 
tespotetes rmac por miosis a parir el ogot; cada na de ets colla da lus (mecano compis procesos 
de orenciación y desarolo) a iniuos adulos fomados por colas somálcas cónicas, gndicamente gules 
“nte sy a cóul embrionaria de parida (excepto an lo quo atea asu versidad o polmentemo gensto, restante 
e mutción. recombinación, terspogción, ole). En ol nvl de organismos Completos, son cónicos los gemelos 
"onocgéticos o univtlnos. procedentes e un mismo cu fecundado, 

El mers de la cionacin acia esoncisimnte en su carter bitecnlógic como proceno de mulipicacón de 
roca de DNA 0 RNA, ólls, opos u ogantemos completo, mectante macansnos de manipulación gon. 
Ls cogi en genera y la investigación biomédica en paniular stan avanzando enormemente y lo haran aún más. 
en el futuro, on la vara gama de coplas de slemortosgenttcos a empleados para estudar y resowar problemas 
tanto de carácter básico como apleado 

Glolaiment, items escribirla clonación deso el punto de vta de vu naldad, os dor. 

+ Clonación de organismos. plantas o animas completos 
Clonación de células, aladas o omando ados órganos 
* Clonación de moléculas. sean delas genes 0 fragmentos de DIVA O RNA. De acuerdo con el proceso 

Fxperimenta, st clonación pde dvds au vz en ds pos: 

% Clonación acellar, es der, onacin de malgculas sin mienención de có sluna, Es sinónimo de 
“mafcacón ir de moleculas ds DIA o RNA mediante a rencción en Cadena de la DNA polimerasa, 
(PCR. payrerase chal acen) Se describo an esto ama. 

+ Clonación collar con có, nod có), Es la amplcación de moléculas de acid nuico meant 
su Inoducón, senta por cts, en ollas anís en culo, Emplos 1 tecnología del DNA. 
recombinante Se esuda en lema 16 


15.2. AMPLIFICACIÓN /N VITRO DEL DNA: REACCIÓN EN CADENA DE LA 
POLIMERASA O PCR 


Considerada hoy dla como una horamenía mpresóndtle an Isra de Blogia Motor o Ingenieria 
Genético ds esta cnica es la mpliccin recta de un an un Exgmento de DA. o Inreca de un ANA or 
ste aso, a és de su DNA complementar,  <DNA), presents en mes do muy dvorsasluents, in ocesias de 
na purtcacó prova e la muestra lara ona, Se gunda parir de homogenacs,exacios crudos 6 tejo, sangre 
Completa, mezclas de tagmantos DNA cblnios con enzimas de tc, muestras setas e la extracción y 
ziamenio de DÑA, te embargo, deb resaars que, pr ranas que ss comprender más adela, a un equis 
Enprezaaibl qu e conosca la secuencia de una pare del regón de DIA o RNA quese quere ampicr (aho eno 
so de slunas varas del mátedo cai como la POR versa, 39, 194) 

Por estas caracas, en especial la capacidad de ampliación, la POR es un método muy adecuado para 
propor dedos mude en una conta uy super al del muesr rg, tmso omo mótdo de donación aconar 
care paa ei, 


AMPLIFICACIÓN propiamente cta 


ojetvo tic deta pc) Pa poner de sanidad sube como ar lato co Is dvesos 
liar DNA 


erección 
Para poderlo detecta em muestras con pequeñas cantidades del DNA diana 


Las aplicaciones de la POR son muy numrosas y vada. Cono ejemplos, pueden are: nación celular de 
tragmentos de DNA, detección de sscuons punción prev, secuenciación de dos puios stabecinieto de 
polmediemes de secunda, rstoo de mulacones,igudo de DNA era vaspirtes, dagnóstco da eemmedados 
Ferdican, proto no, determnacón de secuencias especias de DNA rleconaas con suacioas palgicas 
ofi. scan d rolemas loans o auedógcos,atudosevcuvos, detección de mecanismos infecciosos, 
etc decos tamara, amplcación d DA para su posterior clonación cala, 


15.24. Principio del método 
La POR no os una técnica anal perso, no más ie una metodología, resultante de a apicación pcia de 

tx conceptos ya desertos (ps. 163.187 y 141 rospectramom 

1. Desnaturalización del DNA paraa obras sencts 

2 Hieidación especia de la hebra sanca con un Cigonucieótdo. También es denomina steps de templado 
(entendido como daminción de temperatura que permáe la reasociación de hebras senolas tas la 
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esralurakzacióntémica; en ingl, anvezinz), Ésa s la nta que explica porqué se debe conocer pare de a 
3. Replicación dela het sencila sor una DNA polmorasa a art el olgoructdtdo aetrar como cebo: 
tamtión, elongación o extensión del cebedor, o pollmerzación 

"esinte 1 apicación an forma cicica de astos tes procesos se consiguen múls copias del ragmonto de 
cido nuca en un corto aspaco a lompo, come sa ver a comimación. 

A pasar de esa aparente compl, en tra es un método sencillo, sensibia y rlaivamente rápido para 
“amplia secuencias. En prác, se require un cont precio delas vanaties que eadicinan eta ip proceso 
(ascuenci dana, tabador onzas y oo de Components), ademas de nstrumentos adecuados ('omocidadores de 
NA) pra ostaiece las conciones de caca elapa y tepeiasciicamente tempo, emperaua, número de Cos, 
ic) Sa consu al oli sectas de amaños dveros, comprendidos ee 5 pb y 25 

Para 1 renzación prscca se precisan en a mezci d rescción los siguentes reacios” 
<a) Los cuero ONTPR, an exceso, como sustratos para la sirtsi de as inumerabies copias de DNA. Para ser 

reconocidos porla pulsa, deta 1 acompañados de Ma”, 

») Dos olgonuciaótidos de cadena sencila (coloquismene. "algos, geneaimene sisicos. de 18 a 30 nt. Sus 
recuercias han do sr complemenianas,respcivamant, 10 dos axtemos 3 de la regón dana, uo en cada 
abra de modo que los oigos puedan ojres de cebadores para la relcacion delas 0s habas an la rogó 
ana. Porta acón o o puede apta un tegn de DNA 3 nose anace la secuencia de sus dos extremos 
De Meco, es a poscin dnde Ius los catador la que def la Jongus del ragmonto que se amplia 
(escu na) 


REGIÓN DE DNA DE LONGITUD VARIABLE 


Fruta daa rei de mola de DNA que e ami 


<) Ur DNA polimerasa tormoestbie es dec, onimátcamente aciwa 3 temperaturas roafvamento alas (a 
menos 78 "Cy establo con cuenca asia 95 E), Esta carsctarísca porte su aclación en sucesos cos 
Sin macro: además, la repicacón a temperaturas elevados impo la tomación de hibridos paramento 
eneporendos y coseuye la espectcidad y rendmierto del proceso. La onzma más orplsda se llama 
Folmarasa Tag, por preceder dela hacer Thomus aqua, que wo on manantiales de agua eaoto, Esa 
nzima tene el ncomvenert de caocar de la acividad comeciora de pruebas (esnucnsa 3), par lo que la 
lrecuenca de emores as supanor 2 a de la egicacón faladador de un enor por cada 5000 nucectdos 
incorporados] deal que en ocasics s sustluya por ras DNA polmerasasIeroscabos 


152.2. Etapas del proceso 
Como y se ha nico, so require ua sucasón e ciclos generalmente eve 20 y 40, de 1.5 5 minutos e 
ción cada uno) de desnatraizacón, ardacion y tepicacn. pra consegu una cromo angiicacn del numero 
e moléculas que contenan ta arcupncia de neta dan, La duración (tl s de atacados de horas. dependiendo 
elas conticones expermentales cortas 
Cada de una POR corsa, pues ves oapos 

1. Dosnaturalzación: Calentamiento para la saparació delas dos hebras del DNA. mediante una incubación breve 
(0120 1) una tempora nta 6 y 97 “C que debe sor supenor las foión Ta. pg 150) ola enn de 
NA que quero ampliar, 

2. Templado (o hibridación Entramento ido por debajo de 7. forma que v permite la ridacón (pg 167) 
els hetvas sencas dl DNA de nterés conos caos estores. Generalmente se usan temperatures de 37 2 
88€ que se mention antro 10 1205 

3. Elongación (0 mplcacn) Elpo de ampllicació propiamente ica (7225%C, 13 mn) 6 la que la DNA 
palmeras temoestbi siga los cebaderes empleando como molde ambas eras anginas. La replicación 
lranscuna(póg 145) an deccn 5 apar de extremo 3.0H de cado cobador, empleando como sustrato os 
cua dns, hast einar o lectura del molde hasta que 56 comience una nueva eps de desnaturalzacón 
(espuent cdo), 


190, CLONACIÓN ACELULAR: REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 


Esquema emporal de una reacción de POR 
An ar a 0d a c 


150 160 
tiempo (min) 


Aderrás do las 3 tapas dn cada cio, comúnmanta so añade una stapa prev y una all conjunto de todos los 
¿cos La proia a clevada temperatura (ncluso supero ala de ls tapas de dosnaturalzacón), va basicamente 
Para macia prctzsas y rules dla muesra, al como para asegurar a desnaluralzacn compota dl DNA de 
Pardo, especialmente l stes 0e gran tamaño o poses regiones muy compactados (caso de un DNA genómica 
omg), La saca fo. por su paro, conste un una prolongación de la lima elongación. para permi que se 
Complten odos ls ragrentos 

Esquemitiament, sl conuno d reacciones y los resutados coespondinies a los 4 pemeros cis son los 
gutenes: 


tape alain 
D aesanalcó del DAA dio 
7 tp, Mec cds 


1 gación een delo 
ic 
a 


(a) Vet de ll 


ES 
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2 ciclo 


3 cito 


Det hacerse notar ques la muestra de parts como acura e el ojo desrt, está tomada por moléculas 
de DNA de mayor tamaño quel pon dana 00 a part del ecar Col aparecen copas exactas dela dera. Sa 
"muestra de poridn ubles ado l propio gmento den, das los copas spaecidns desde el prmer Co eran 
pee 
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dele 
a === 
A * 
CR A =— + 
 — == k 
“== == * 
== a 
. == == *x 
———— == *x 
== === * 
=—= a 
—— 
coi ed a Jaca de da ota 
O TN 
a | 
dorm A II e ls CELA lr 


de copias dela dana aumenta mucho más rápidamento que el de oras copias más agas. Todo e hace que en la 
mezcla nal, termas la PCR, a fragmentos dana superen brunadoramente en numero cualquier 010 tpo de 
Fragmento. incluyendo ctviasmerto las molecias de DNA ganas de la muestra (que no han sido ampátcadas) 
Obsérvese ant tabla siguente el encma grado de ampliacén conseguido, de un mlón e vecas en 20 is y un 
balón en 40 cos, Esto os lo que porte apicar la PCR a muestras poco puricadas y nslzar los resultados 
reciamento, on 1 quesos podr detecar lagmoni ampliado, 


152.3. Algunas caracteristicas del proceso 

andimiento: Puesto que ls productos de cada cdo siyon de mido para lsguiont, tu acumacón de copias 
(aretes tomo damas) oponen en vez de Sres Sn mbr, en a prcca el seen de cada taa no es 
«completo, or o que ls cta saven algo reucias A pesa de lo. siguen slndo muy leads, El sumar de copas al 
ina don on mnizados 6 pudo da como 
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Nena meno 


5%), expeado en ato go no (070.0 
mer da os 

Se nan desanotado mociaciones del método deseo. encamanadas aumentar la ofiencia, obre todo en lo 
ralavo la concentración de Mg” (romalmerte de 144) y aliempo y temperatura e alado 

Duración La cuen de cada una ds las es cias de cada cido y al númoro de ces deben opinar, 
A tepandinda del ecuencas conca quese quier asia” En ruchos cases, la ción de pss condones debo 
atar de foma empre 

Especificidad Es moy elevada, Est oetominada especamente por a sacuonci de los dos cados izado y 
por las condiciones de Immpiado. Se puede delemnor la especteitad ansizando por olocrorsts os prooucos 
Generado la npancón d ua banda unta dea que a ena e esacica. or sal, la omperaura de empado 
Se recon mcmsrcarent so producen tass postrwos dedos fundamentalmente 2 araroamentos mpertcis del 
ntndor con secuencis Gstnas e dla, sunquo smiars, que rsulan as! artidn amplias 

Cayacidad de detección (común, sungue incoreciamente, denominada sensibilidad Es muy ata (sajo Im do 
etc) fro que la POR pueds permi deta una única molécula de DIA en cas cualquier pode muesta cnica, 
Jesane o arquecoga có, slo, semen, ele) Sn ebaro, eta caracter signo taisn un eva nesgo de 
contaminación po moles de cren ano aa meta 

úFldldad: Es deck, a capecónd de copar sacuencias con precnón, sn neoduce mutaciones (comes a la 
socunnca de mudatdos) Esa saracenaica dapenós sum odo de que la ensima empleada enga o no actudad 
omecio de prsbas (3-sonucens, pág. 147) sl, la encia de ene cla ene 210 e una polimerasa Tag 
Convencional y 10" de l polera Pl, que lt sctiod 3-excuiesa, En tdo caso, a lección e la encima 
pando del cojo de la POR. Mo €s muy imponen la ásiad 3 lo se rana ter una onda, poros 
camente lobo sl antcación e mutaciones poco frecuentes 


15.24 Automatización de la PCR. 


La automatzacn ns sencl y d bajo cost, dao el carices cc del proce, el empleo de compenantos 
estables l calor y el detal de lemaciiadores para progama los cambios de temperatura A mismo tempo es 
imrescndtia, pue slo mada ls automatización se haco fact relzacin de un número elevado de cos y 5 
umantalaprción el proceso, El lc un empleo cada vez más ospeciico y ansia en ol lboraero co 


152.5. Variantes del método 


Han surgido numerosas modiicaciones dotadas del málado básico inca con el propósto ds mejorar al 
andino a la especodad, nóniwsa a muestas pariars, ampátcr moléculas de RIA en luar de DMA, 
produce cadenas da habra banca — Por ejemplo, una medicación muy Comun on la actualidad (denominada 
"comienzo en caliente". hot ta PCR) conte en pra la mezci de rec de lguno de ss compone. 
(trecuentamente la polmerasa) hasta ue e hoya scangado vna lemporaua superar 3 la d ompado. Ds ste modo 
Se sv la alomgacn de cspadores seacados niente con paco 190 (a sscuencas de homaoglaparsal on la 
ana) y. como velado, so aumenta mue la espacios del ampliación 


úArconinuación, e comentan brevemente sigunas de as vanas más sqrfiatas. 


152.51 PCR “larga” 


Denemnada L-PCR (Long POR) 0 LAPCR Longer and Accuale PCR, “POR más larga y exacta, su objeto 
superarlos mues dela PGR convencanal para ampifca on Foca raginos na de gran tamano (ente 5 y 0 
o). propa tctrnrtanto ssl user de sis corecora de peñas ena semersa Tag (26,180), por lo 
que se ado una cani menor do ta enzima con capacidad de coección de pruebas (por ejemplo, la PI) pura 
Comtrurestar la carencia de cal acludad y, mismo tempo. segu aproectando la aficaca de songeción o la 
Fotmarasa penca (Tag o simi) 


152.52. PCR “anidada" 


La espretitad puede aumenta asizando una segun tsccón de PCR, con os cebagors uevos quo iran 
dentro ds Magranto Kana arilicado por el fre par dando as ups a reducs de PCR más coros, pero más 
espaccos. Las coplas conecs de la pera dana contendrán ambas secuencias complementadas a los fuevos 
Extadores, a álrenc de oy pocucon no espacios generas enla mara POR (quese obueran e a lectores 
mo vara bandas 0 una bara Sa), qu pr eo no rsutaran aplicados en segunda, Este método latin sv 
par amenas eco de ampliacion corsa. l suponer dos rondas de amificacin 
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vogin aplicada ns PCI 


vesón splcaen la 


152.53. PCR inversa 

Esta varian se umplea par clonar regnas desconacidas de un DIA, suadas en posión vecinal secuencias 
dana Conoci Es dec on lugar do ampicar la regón intoma, fanqueada por los dos cobadors, (PCR 
Convencional, se ampllca la rogún astema, que fanquea a los cesaderas. Para ellos necesaro cotas el DNA a 
eb ados de ag dona con a oa de ón pg 19), det foma qu sano crm 
resutames puedan bra ento sl, Tomando ua molécula cular, Esta s carada poe una so y s aaa la PCR 


DRA cero 
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ia 


con cebcoros que stidan con ls entremos 8' a la secuancia conocida, por lo que la elongación se extenderá 
Sircodor delia Sa ganaran copia e un DNA nes inimitdo, como en la DNA normal. ora posición de ambos 
cados. 


15.2.5:4 PCR con adaptadores 


También puede ampliarse una según de DNA de secuenca desconocis hgando a sus Iragmentos de 
rosticin unos adaptadores, olgonsccéidossntáticos con axtromos coheevos Comgatba co os generados en a 
esta A corimuecón. una vez desnatualzado, xa ñodon cebacises especcos para ls secuencias 3 de los 
eaplodores. Se ampáfa al conjunto de núntadors y tecuercia dana. pera dano sele que ss amplican por 
igual todos o ragments e restcción pronto, no uno lo 


5dn que e quite aplicar de ssuenci descansa 


152.55 PCR 

En este caso, e trat de generar copias de hebra sencila e un DINA. En la variante más sale, o añadan 
carutades muy desees de ambos catador, de modo que ra os prmeros cios de PCR uno de alos ss agota y 
¿rzontes ya suomi copas del DNA clava, lo una de sun habras agus aiicandore gracias l cosacos más 
bundarte 


152.55 RT-PCR: amplificación de RNA 
El nombra, “POR con transcípasa inersa" (nicas de reverso franseritaa), indica que ae trata de una 
ampificacen de RNA [espaciamrte, MRNA) y pacta de la sites prev de 3u COMA (DNA complementario al 
RNA), que después  amplica por PCR Es ect, no se oben copas del RIVA de parta, ino de DNA, aunque 
Conserva vamente la secuencia de qué 
Es el método con mayor capacidad de detección dels aponiles pora 1 exi e 1 expresión génica in vir 
Se uta oroerriemanie para amics mias de bis asequtias por ejempa sanguinas, con una expresión 
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úotvada de eros gens (por ejemplo. bin) Tamtién no ha apodo al ans datransertos de gens expresados 
0 grado minimo. 

La maz Iii conteno todos los componentes necesarios: muestra de RNA, tanscripiasa inversa, DIA 
otmerasa, cobadores y NTPS. El proceso comienza (or ejemplo, 45 min  48"C) con la sintesis de una Pobra de 
DNA por la aci de a transcripta inversa, una polimerasa de DNA args par RNA (pag 147) permanaciendo el 
DIA unido al molde como ple RINA  <DVA, En una segunda etapa (or ejemplo, 2 min 4 C) e desaturala ol 
lpls y comienza la ampáicación según l mecaniemo de una POR noma la hebra de CONA iterada acta como 
make para una segunda hebra de COÑA y lego ol ple e ampáfca en sucesivos idos 


SINTESIS PREM 
'DESONA. 


PO DEPOR 


o + 


teta cDra + 


cn a TI — 


e e, 


AR rene 

A AC creer 

A 

A 
AA 


tra RA 0 alta E 


Tobrcamento,bmsta con ura molécula de RNA que ost intacia otro los dos ios de unión al cebiador para. 
consegut a ampliación lol mir pr, Lam se use amiIicar RNA usando la polimerasa TUN fanbin 
lamocatbl, ada dela bacon lomóña Trmus Pamoghi), que conteno l mimo Rengo acidos DIA 
Poleras y rnserlaso vera. 


Tema 16 


Clonación celular: Tecnología 
del DNA recombinante 


164, Enzimas de restó ii 
1612 Enzimas derostrcon 
16121 Carteras generas 
16122 Papalbcigco del sstema metan restan 
18.122, Accón de las amas de rsticn de bp 
162 Clonación collar de moléculas de DMA... 


16.1. Preparación del DINA para su clonación 205 


16211. Inseños de ONA os 
10212 Wnseros de DNA complementario procedente de un RNA. os 

1622 Preparación dl voto o clonación 205 
1622. Fosmedón deta molcul da DNA pecombiant 207 
1624. Tipos de vectores 208 
16243 Puerco 209 

16242 Bocttages 20 

16243 Comos 210 

16244 Cromosomas años EN 

1625. Incorporación del ONA recomtinani ala nina EN 
16251. Tpos deca anfrona 21 

16252 Nodos de rodoccón del+DÑA. AN 

1625 Propagaciónen cultivo an 
1627. Deteccóny selección delos ones recombinante Za 
1628 Expresion génica Ss 
183. Gonotec as 
16:31. Gorcicas ganómcas 216 


16:32 Genclecas de DNA complemenano 2 


Fl método cósico de cenacin de cidos nucicas os l que aprovecha la capacidad de as cállas para ropicor 
«DNA Surge gracias a aparición de ura sar de itencas que permi al alamiento el DIA y ldescubrimamto 
an los años 70 de las enzmas de restrecón. que hace postie en llnoratoro cañar 0 DNA. neoporar os 
Fragmentos a vecioras. que a u vez sitoducn en ios anfíronas, donde lens lugar su epicación Aunque. en 
nilo, sata tecnología close paeaba para ionación del DNA. exsen acusinani variantes que amplia se 
Efrcenciayestendon su plcación a RNA. 
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Antes de descris l proceso de clonación del DNA, es nesesero hacer inciso para etusar con ceo 
detenimiento las propiedades y caractaiicas de las endomuciensas de resvicción. Aunque estos memos 
sempean un unción pri ens cáulasprocarcas un ls ue ve descubrir, son parlamento Iroerartos 
por su empleo experimental an vanas áreas de la Biogla Molecua, Se inarés anio básico como, aplicado al 
agnósico dinico, En espacial, s ulizann procasa el ionacion molecular el DNA. de aia oportunas de y 
studio a est lugar Ademds, tenen pIcación en oras deca como la secuenciación del genoma y e estuco de 
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los polmortamos (mas 18 y 27 Se nc el estudio de estas enzimas con un teve recordatorio d as nuceasas en 
general 


16.14. Introducción a las nucleasas 


¡e denomina de Jorna genárca nuceasa cualquier enzima con capacidad de ascii ls enlaces ostcister 
¿e 1a Cadena polucoodca de los Acidos nuccos, son, portant, fostocdestarasas. Su ssprolizdnd puede 
anakzars con sespecto tres coros 


1. Escsón en posiciones Inomas o teminales on a ostra primaria (ondonucioasas y eronuciesas 
repecivameme) 


Tos sie ita 
«tctnivament ens o ls 
ue pri acostado emi 
des o en dependiendo dela 
dona poliaioti acordo y 
Fin naciona IN 
in nucicsdosnofals (ON 6 


¿esa 5:0 PNONANANEN pNANPNpNpN term 3-01) 


NA NE ANN 
ENERO EN ANA EN 


única os mcr 
temes Gene e Iumentos 
oline 


2. Actuación sobre uno delos dos pos de anta tostcster 
PNONONONINAN 


Agr ute ga aia 
especie Berdizands oso so 
a bolos lomadis cn 4 

y dp" dan gr 
caemos SEO y les que de 
PO 


NOA PON OSI NANO. 
4 a ARO El 


Es una Y etomias de "a or tant Mer el muii Y 
terminal e ona de msi: accion calva rt tal) produc la merci emula 


A o MON a en 


satis U de haz ia). Es uno Sernac de tipo 4, por loque Iber ucicio termi 
como momomulesdo 35 iento, la esco ce rpca agree hos sos mononaccóid:3-P y el 
cid yema 


3 Reconotsmienta de nuclssios, hen por la pentosa o len por 1 base nrogenada (bo en algunas nucinsas) 
¿esoxiribonucioasas o Dasas, que actuan solo sotro DNA. ftanucieass o Fivasas, que hirlvan RNA. 
Fnaiment, algunas nuciasas siguen sure nucissidos purnicos y priidincos 
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Empleada por mcisudos 
“Esa iS incas lin Enorme O "8" que aca ol obs entoces en los que el 


bono del ad 3" espino (Se forman, por tan lgoncidodos cos tame 3-0H y 
Ese 3-8 pitido (más nu ca, 1 7 Pebomclnido pre Semi y el tomes 
Fem py PP DAMA —— o pAJL  UpU y C > Gp > Apo > A 
sa UU uz e, Erdodosoimtomcis de ipo “8” que Ral rfereiemene el ee ne 
Fisco pul Y piden mane rruencia ne primado pura e úrico y put, 
Se tm, ps, algoIios on een SOM FP 

CAP PALA ¡AY > pt + Up = Cpap E 


16.12 Enzimas de restricción 


16.1.2:1 Características generales 

Las animas de restrccón se loman tombién nuclessas de restricción, endonucioasas de restricción y. on 
ccasones, ensima. restricivas o restictasas. Pertenecen “8 ost grupo Una gan áwersdo de 
endodosowibonuceosas, descubiertas como enzimas propias de citas bacterias y caractnzacas en los años 70. 
e degone noy comercialmente de un ran nimero de bla con elevada especias, stand y pureza 

¡Se nombran con es letras tomadas de género y especie de 1 acera dela que ss alsaron arginamonte, 
seguidas 3 veces pr a ra más, que dera ul perotpo variante antignica de la bacteria), y inaimanto por un 
mero tomara que ls denica en cas de que en una mima vario se hayan encantado varas oncimas con 
tna experi 


Huem bear Bam 
Fact pa Ena! E 
Ein: Hemos acc Escteeiacid | ac omo 


La importancia delas antimas de restción raica en su ran especcóaa e reconocimiento de una secuencia 
cor ús DNA diplx y la consiguiente ne de un eros fostodeser en ceda hetr, justamente en secuencias 
Ecnertae del ONA lamadas alos de reconocimiento ode restricción Los tagrios de DNA orgnados son es 
para inilrla conoció celular colar, pra el anti de DNA, ara elaborar mapas fisicos de estrenó (pá 228) 
Parataceección de pommorfamos (pág 361) ac 

Las diversas encinas de restricción e agrupan namelment 


10 temas, acuerdo con sus propldaces: 


Erin 


ión To! To! Tipo 
Fara Enacmuciasa y metasa Endenuease Endenuseasa y metass 
came anunamiemaprovina —— (mellesaenuna prolelns — enunomamacrolana 
¡encistntas subunidades) indepondirte) ¡encinas stomdados) 
Cosnamaso ATP, Ma SAM E) mr ATP Mg”, SAM) 
cols 
Estructura prats 3 aubundades Tsubunidas Tunnaades 
Sreconocemento, aunque acu como MS reconocimiento y 
rosiicodn, omoimero metió 
matación restó 
Sud o palirómio.dospares —— PAMSÓMEO(EA pe] o palnarómico 
creconoimiento separadas (dl TOMNATGCT) 1969 57) 
Poio decote —— Catas 2neranenguos — Coal 2 het eng — Cos areas 
speciicos, unos 100070 dentmdola secuencia do 010 bandos a 242090, 
delata de reconocimiento peanomeno dela de reconocimiento 
Pinto de metación — Dentro de la secuencia de Adenmaoctosnamoy Ademas dentodela 
reconocen especlicas dentro de a ecuenca de 
En ama tras secuencia de reconocerlo, recmemento 
En amis nta Enuna cola habra 
Trier on mo si o 
irgenen penéca 
Ejemplos ESKECE Humos pág 208) ECOPLEGOPIE AR 


(ISAM= 5 adenosimetonia (pág 201) 
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Nos concentramos an el estu d a enzimas de o pues lora on sacuencas muy didas, son la 
tadas como eramentas en ingenieria gendtca, 


16.1.2.2. Papel biológico del sistema metilación-restricción 

La existencia ratura delas ucieasas de restricción en muchas bacterias ore a ésas un macantamo de 
delensa contra la entrada Gs maleral gensico de 200 Organs, conruamente de virus bocietóagos (cuya 
reprvauccón depende dela magunana genáta e a bae) e tata do 1s seras e restricción:modiicación 0 
metlaciónsesriccón. Para cada anzima de ressccón, ina matias teconocs a mama secuencia que COSO al 
0 de restreión y uno covalentemen grupos metio determinadas bases de DNA en dcha sacuencia En el caso 
¿e enzimas de po la motas es una proteina indepondiote, mena que ls e lp 1 y 1 poszen ls actividades 
Fucleaxa y metia e 2U mole olgoméic, como suuidades que acu coordinadamente er bla anterio) 

E mecanismo de defensa es el siguiente ol DNA prplo de la naci us metido de una forma especia, 
ú«araturiica de cada espec bacteriana (on as sacuenca recnociós anto or la ostrctasa como por a metas 
e esa expeco) La metlacón dela ases pido la union de a enga de esrcción con qu el DÑA propio 7o 
hisctzado, Por e conato. anrar es la cla ONA de to rganamo, no metido 0 con wn patrón de metlación 
sera, este DNA puedo ser degradado por la enzima de roseció, ya que carece de los grupos meto an la 
“ocuenci dana por zones puramente loterias en cur genoma habrá un ceo numero de secuencias de 4,3 
8 pb quals lareconacdapor la ansia, lugo hatr sucuancias dana disponibles), A part de este mecanismo de 
ccón tomtbnada su) precinto al nontra de enzimas de resticcón la 2ccón dela muaa restigs la 
as de meca ros 


DNA no metido )NA eo en rs ada especia dl ño 
con io desc pu ER "e rescció par Ecol as hb) 
EGNATTES Pr eS 


PERTAMOS AS 


Encima de 
o 


A 
MI ai OR 


Si está metida una sola hebra del DNA, el sito no os reconocido por a enzima de osticón, pero sor la 
iretisa. que añade l grupo mutio ala tra hebra. Esto es lo que acu, por ejemplo al nal a relación, ondo 
« igie est formado por una hebra mos, peesaente y, consecuencia, metia, y cr eta reci seba 
ue sun aos 9 grupos metí Esta acción de ins metas asegura que odo el DNA de ls dos cálls js quede 

a metiació dl DNA aca princpalmenteactosnas y aceras del secuenc reconocida. Ena reacción, as 
rotas tiza Como donados del grupo melo el conguestoS-adercalmeteina (49 22) 
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oÑa a EPA 
É > dl S alemosiliomocistcina. DN re 


Debe adolanteso que la metiacón del DNA itervene en euaratas como un mecanismo de regulación dela 
axpreión génica, aunque esto procnso no ino nada que vor con el mecanismo de proeccón que desempeñan los 
Zsaras mesas rettasa en pocas. Eseniamente, an sucarctas los poros tienden estar desmetidos on 
los todos donde se oxgasan y metlados donda no so arzrsan, especialmente en ls regiones de ONA lamadas 
“ioles Cp" por tenar ata secuancia dnuciote ena que sulla metió 


2.3. Acción de las enzimas de restricción de tipo Il 
¡Son ésas las rosicasas estruciuramente más simpos y las mejor estudiadas por 44 lia en ingente 
KGenática, modo de ras" paa al col del DNA, El silo de retrición esla vez luar de rcorociminto y de 
hare, Se hidrolzan de loma muy especifca entcas lsiástr del DÑA uno an ada Petra goarándos os 
kragmentos de restricción El enlace Márcizado €s sempre el 3.2 (es dect, son endonucasees del Upa 
pag, 188) por lo que lovato queda unio 5. dejando an ambos fagrentos extremos 3-OH y 5-2. La reacción 
ect ATP, lo quo ln rencia del catlzadapor as enzimas de po 1y 
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extremos resultats del eción de enzimas de restricción 
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Algunas enzimas derosteción de tol ampleacas an ingenio genética 


PESA ESSE Tipo 
E AA 
ad meti) 

Fa a a aa CA 


e e 
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CO os 


Fa [ore sepa 


Fina | ras nasa 


A 
MOT sao 
ma 
Pa 
Pat 
Fai 
EJ E] 
Elnombne dea Ts cuencia dama ms eze nor TIA Es un ejemplo de 
rima su sp po tambinse comunes lr de 4 encina cm spiedad, 
atea del ea | | — y pin Bor De dan aguas Go on co parc deseen faceta 
corn e la que e mano. por ejemplo, 9 PD TRI, 'Salguefasc on st 


EA Sempron cuencia alió. oncner 


Extremos compatible e agua sus ins egimas de rección ponce cxtomos cuyo salen la 
mom secuenca! Ejemplo: Bon HI By) y Mol (O , 

Foesqulzámeros nomive quese pi dos o más ervimus qe reonoce l misma secuencia; pueden conar en 
«iso parto hen se dsc en que cone yla melón pucand non ur e uni dinos der 
dea recen com de conociera Ejemplo: Mb y St SAL ACCRS y Ap) 


ú'Obabrvess que en odos ls casos ls otramos de os dos ragmanos generados son bricos, ona 1 misma 
secuencias puedo ver glando 80" uno de eos) Esto e consecuencia de la simetia delpalnórome y de a posición 
mática d os puntos de cute en cada hebra, Tod ao e debe que a arzena cia en forma de imero. or nl. 
reconociendo una miema sscuensa y colado un miem tpo de enlace en dos hebra: pr ejemplo, Eco RI cert el 
nia (5) G—AATTO (3) en ambas hebras 

a formación de exttemos conesivos os de gran intrás apicado en ingenieria gandia (pdg.207), pues 
ragmentos generados con una misma restrctaa a parir de dos DNAS csi pueden nteracconar mode al 
aparsamanto de las bases de sus extremas cohesvos (il Interacción no as posi arte axramos remos) Igualmente. 
Se pueden asocia los trgmentosprcuidos por enzimas distri que producen exemos compatble. 

Debe resatars quel producto de a resociación de os dos ttsgmentos en inguno delo casos as iónico al 
NA de parts, pues esta fermado por dos moláculas. La tna de enlace covalente erro los extremos de los 
Iragmentos feasodados s9 india con el nombra de "mala o "muesca" ik, pg. 150), Estas e pueden cerar o 
“solar pora acción de as enzras gasas (o DNA Igasas) dando una molécua única de dobla hata, Como se ha 
Visto (pdg_ 150) lo igasas cata la formación en cad hubra del ericofosodser que fataba, con consumo de 
Fnargi Buedan, cla, unio Igar dos fragmentos de DIVA con exbemos tomes, aunque con mucha menor aha 
pues no hay apareamiento erre es, La acción de a gasas es. pues, coman al de las nucensaa lormacin de 
Fria foscórer fent a 34 MOI), pero el mocansmo de la fescción no £S exactamente opuesto. por al 
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requerimiento energtico de a gmera Debo resalarso quel isa siempre requiere un grupo 5: para su acción, 


propiedad que poses uta aspermartal [pag 208) 
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16.2 CLONACIÓN CELULAR DE MOLÉCULAS DE DNA 


El objeto central de esta clonación es la producción de un gran número de copias de una región de OMA 
fragmentos genes) ode <ONA (formado a paríde un MINA) Se taa, or Eno, d un proceso e conacón eto 
Celular (pues se consigun gracas l empleo de cáluas pag, 189) que, por contapoició ala ion acellar por 
POR, tro, a puede considerar ques ralzain vivo [ostrctamo haíando, on clio) Se basa est donación, al 
“gue! que ln PCR, en a realización de misiles rondas de ropicacn, pero en asta caso casizados por la ONA. 
olmeraua propia de caen 1 que ss leva cto al proceso, él “anfitona”. Para eto, Iragmento de DNA o 
DNA a cons (lamado inserto, or azonos que ss comprunderin después) une to DNA (vector de clonación) 
yla molécula de DRA recombinante Tomada se ncopora a a cli anfrona dorde ene luar a emplicacón por 
Teplcacón. Una vez ceectada la presen del OA de intros y soloccionados los conos que la han ampliado, se 
alta l gen oragmento de DNA. cONA. que se empes con distintos ies, ssencaiment esti de carctersicas 


Socuenciación 
> Estudio e la estructura de Ácidos melicos 
Armpliicación co de homologia ete especies 
1aemificació de mutaciones par ejemplo, asociadas 4 cnfemmedad 


ese Estadio del procesa de tanscripción y traducción 
| Estudio de su regulación secuencias de comrl (por ejemplo. promos) 
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cas secuencia, esrctura, proiadadas funcionales, expresión gónica a prtinas, te. (muchos de asis objotwos 
pueden sr apúcabes tain aa PCR o cionacón aca) 

Por razones petagógics, na vez quede enfoque experimente, puse descabe la conación un set atapas: 
¿os ds preparación de musstas cuatro 2ucasras de Conacón propiamente dcha y, sagan los canos, una de 
rprasón. En ocasione, se añade la amplicación por POR cl DNA clonado (en eta caso. el proceso comprender 
os clnacones sucesivas, colar la pera y collar la segunda), Hoy dl, todas las stas se realzan de forma 
rutnara, veces induso eutomatiada, al deponerse de foma comercial d las enzimas, sustratos, vecors, el. 6 
Instrumentos adecuados para su raización 
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162.1. Preparación del DNA para su clonación 


Esta primera etapa de la cionación, la preparacion incl del deco nueiio que qui orar, es una par 
esencial proce. 


162.1: Insertos de DNA 

Se pare e cétvas nucados, normalmente sanguinea ados por soicación o por suspensión o un modi 
Iipotónco, Una vez slminadas las moleculas scompanares, tato RINA (con Rasas o Matolg atra) como, 
poleas (con pretasss) y enzimas 0 fragmentos protecicos (en itemas biásics Senclague), e precipita y 
Escena 61 DNA [con stncl y slo) Esto posteriormente o framenta con arias de reste, par ar logar y 
na mesa cuyo coteido, en numero y tamaño de Iragmentos depende dol numero de ss de retrccón y e sy 
Accsutsidad para las enzmas E: fragmento quese va a cenar sto asi, o sepotaso de eso, mediante lgura 
Técnica adecuado, por esmeso electores en ed agerss,cenugación en gacierte de densidad, romaog 
líqus de aha presión PLC at. Cuando se dese asprsar e ragmanto clonado tapa 7) 6 necasano prepa 
además un inserto sulla qe contenga olemantos reguladores dol presón génica 


Detalles del procedimiento de clonación: preparación del DNA (etapa 1) 
2 posibilidades degeneración del gen de DÑA quese qui clonar 


GE E] 


—= 


capa 


162.12. Insertos de DNA complementario procedente de un mRNA. 

En mucnos casos nena cenar a secuencia codiicant de un gon evcarioa, para lo cual se paa de muestras 
de MRIA que debe ss conver e 6 OMA comesponcinte (ag, 195) ara poder er coma. 

En oso caso no e ndferonto a osccón as ls ces de parida, pues cad Ipo celular expresa un cojuno de 
proteinas feraney, por ontipulnt, no ont los mimos MRNAS. Una vez Isaias ls cáns del <gano, jo 
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"po collar, sti as dosarrolo, e. olegios, se pura l mRNA, genersiment aprovechando la pesonca e su 
mclscul del cla e poa) (pág 230) Se emplea para el cromatoraña de aridad e columna o momesteras 
magnéticas de ahnidad (89.136) an ambos casos, la matriz cromaografca o mirvetera magnetica lavan Unido un 
Igo(dT) Cuando el mRNA a clonar 1015 abundante, se puedo ampificar mediante PCR. actando asu clonado 
poster en calls 


Para preparar sl cONA se ompios la ransrpasaIver, de fama aníoga al stuiado an la PR (ag. 196): 
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16.22 Preparación del vector de clonación 

En general un vector os una molécula de DVA de amaño pequeno, sc de ass y caracterizar, con secuencia y 
mapa de estrición (póg 22) conocidos, de ct iroduccón an la có anio y una vez a con capacióno de 
Inplcacion autónoma. e der. Inependienta dela reicación del ganoma del ela atuiona, Es conveniente que el 
Vector posea el mayo número posto de sitos derosnecón, para mserar lltagmont o DA quese lero cana, y 
os muy al monos un pen marcador [es ejompl, un gon de resigna un anio) que pormia denia pío 

eiora las nas qe eva et DINA recombinante (9,213) Lo común es que los vetoras naturales no posean 
odas ota coractorisias, oro que Pabluaimente se emplea vectores madiados (a u vez, tenidas po nicas 
Se DMA recombnant, pero ya deportes comercialmente con ldas ls procacones desadas) 

La misión del veto s unirse con el ragmento de DNA que so quere cora amado entonces nserto) pra 
Actar su entrada ena él afttena y su opicacón Para poder uni con Iacisac anos, se debe coar el vector 
«on las mismas enzimas de resticcón que se ulzaron para esc el DIVA de la muestra o con enzimas que 
proporcionen extremos compas; de ese modo, us secuencas complementarias puedan ascíasa y se unidos por 
Islgaco, dando lugar una ala molécula de DIA de dos hebra, amada DNA recombinante (¡ONA) 

En unción delos tjevos dela clonación (ampliación y exprosión), e suelo hablar de dos grandes grupos e 
vectores. Por un lado, ls vectores de clonación que 0 omplean únicamento para ampífca el DIA ds intere 
también a os lama a vecas vectores de Inserción vectores de propagación. Todricamente, sl ncorporrin e 
inca de toos [pág 208) Por toldo, los vectores de esprasión que poseen además coracieisias que citan 
la expasn po o ca antiona del DNA de nar, En esta caso deberá ncoporars, además de ósto, al ya 
mencionado ser suxdar oy uno tegión de Conrl de la expresión (pág 206), En apra, los vecors Je 
Sspresin comercsles sunlen incur ya ura región de contr, comúnmente un promotor poten que ss iure 
fásimente ajo condones sxpetmentals cotolablor, vilo para xprosr uqe nero de ner queso ado 
tras lan alrONA 

úAunqus esten versos tos de vectores (pa 208) por ahora la dscrcin se har con un psmido, una 
molécula pequeña de DNA escu 
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estalle del procedimiento de clonación: preparación del vector etapa 2) 
(sue dl eco pura gear exe complementarios alos del DNA! 


1623. Formación de 
Consiste a la unión 


meciano una Igara. La 
ú"spociicidad dela unión ayan resulado al preparar el inserto y l vector S són 
Cohoswos, su secuencia os raSticcón empl 

compattios (pág 202) una vez asociados por sparsamento de bases, a hgas 
los dos mella. $, at de aaron toros, o puedan asocia, ero La ass los puede ur, sunque con menor 
fica. yo supone ninguna loenca la enzima e sestrccón conta quese prepararon as punde decir qun fado os 
tomos tomos on compañias) 


Detalles del procedimiento de clonación: Ín del DNA (etapa 3) 
“oión del DÑA quese quere clonar lec 


pa 
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meten O 3 pe 
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¡es decia Jos dos extramos de una mima molécula (1ecor nero) e taa o un vector Gecuar,d lugar su 
Fcralarzacón Esa mieacoón nta leva nuandol concentracion de ONA es baja (oral prota s que 
os moléculas se ancuenen as menor) En segundo lugar pusdo tener logar una asociación Itermoteculr, ato la 
ue conduce al PONA (vectorsnserto) Como tras que conducen a producios no deseados. vecierevecir, 
Inseroviseno, unión 6 más d don molbcuas, tetas los pueden ser casas  Insales Estas nereccones 
“on más prebabls para concentraciones elevadas de DNA. 


A pa 


A a cnc de ver 


Para sar la formación de sto productos secundarios que drinuye el erdemento de a clonación, se acude 


eslosorsción del vector con osatasa cana 
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162.4 Tipos de vectores 
Los vectores empleados paraa conacón de insertos de DNA son may varados, Pueden isicars segon vanos 
toros, ales como 
+ Su pruedanci proc o eucanotica 
+ Eltpo de molécula apart de la que se preparan 
«+ Piasmdos bacterianos, de levadura o e plantas. 
Veas: que iectan bacioas bactoróagos 0 implemente ago). pintas, nvertetados o vertebrados, 
+ Cromozomas aifcales denvados e lemenos cromosómicos de lagos (PACs) de bacterias (BACS) o de 
levaduras (VACS) 
+ Gumeras, es der, moléculas formadas combinando parias de otras cuyo organ 
Normalmente quimeras ds pitamdo y lago; cósmicos, fgémios. ásmidos. 
+ Eltipo de cénda antro en la um l DA recombinante telar se puede luego incorpra oapa 4) 
* El gen de resistencia que contens el vctr para su postor elección selección epa 6) 
* Eltamano cet DNA que adimion com Inserte 
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poda vaciar Tamara der Márodo de propagación 
inserto que aámito 

Pdo 90%D RICO aora a da pando 

"Bactanolagos, por nercón (po) pose Fplcacón popa el lago 

Bactorólogos. por sustucin [lago Er Feplcació prog dr lago 

Cosmidos Ez Fpicacón a modo de plasmido 

"Bacterólago PI To-1004 

PAGE (romesemas aicas de PT ET 

BAC (cromosemassrficiates de Dacia) — Fita 200 

YACE cromosomas aificalesdelevadura)— 023 MO 


Debe. además. senalrs que ortruamente surgen nuevos tos de vecors como consecuencia del avance en 
tas ócncas de inenieria gent y ls necesidades inpuestas po l desacloscclerad delos Proyecios Genoma, 


162.41. Plásmidos 

Son moléculas de DNA de dot htra, de poqueño tamaño (25 xb) y forma cua, posants en foma bre an 
«el ctoel a muchas bacteria (6 Y 1 2000 plamdoaica) Y e algunos cuca Uncalars [or leMpo, el 
Elsemido y de levadura o "cicato de Zn). Son faces de punicar e pata el culvo bectrano, Parmsan la 
Frcorpoación de eros e DNA de un tamaño máxsmo de Unas 10 b, Los pidamos raros consenn poros 
ones propios. inguno esencial ara la viable la col, por quo puedan sor modificados si aecaña Para su 
Fepicacon auiénoma (nsependerte dela dl cromosema bacieñano, sunque utizando las mismas enzimas), se 
reauiee una secuencia rigen de repiación. En da drasón ela el cromosoma orga una sa cope por lia 
Pio. mientras que el plásmas (on su caso, 6 DNA loemado a pais e 6 lapa 3) sube repicaciones múlpis y 
mina varas copias por ll 0 20.250) Los plasmidos on as repacones (unidades de repcacn, pág. 150) que 
Se tramite y mantener de manara estat como orcos oxbacromasaricos 

El empleo de un pibsmdo como vecor de conación se farc cuando incluye penes marcadores, aya 
presencia pueda sor detectada o cuya oxprosión confera a la cáa aníiona ponadora del (ONA una seria e 
Fropidades espaciales pág, 214) Poralo, se ulizan comment plásmidosariciales o ainéios, blandos a su 
Voz portécness de DNA recombinante y dsponibos comerciaiment Bss cono ejemplo e perio UCI. 
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162.42 Bactoriófagos 

Los sms en goreral se ropican mudiaio la ntocucción de su genoma en celulas procarctas o sucanotas 
(nleción) Esta propiedad resulta para consegui una ais oiencia de clonación, aaando como vectoras vis 
madlicados Cada lpn de wnue níecia n ilas especies y. dependiendo del lamaño de genoma vico, sim 
inseros más o menos grandes, peo n general mayores que los que se pueden inseñr an plasmidos Al, para conar 
an Bocinas so usan bactaióagos, aculovius para Clas d insecto, y vrus SV4O o retoviras para cós de 
marie La praleración de os virus recombinante e consigue an un cuiwo delas cótlas anios respecta 
laa que el vit se reproduce. El uso de ius es especialmente adecuado par a cionacón en us de mamilero, por 
e slevada caca de nraduccón el JONA. paro dada u compejónd y por razones de xenón no se tard e 

Los veus más comúnmente empoados como vectores son os parts bactaranos fegos M3 y. (ambda), El 
tamaño del vecor combinan s v ia por la necosidas des empacguntamient dei e a cápida Enero 
se puede inrodue de la mima foma que para los vectores pssmiacos, e dect, cortando Ineroy DA della con 
Fa mesmas engenas e rosicon y ando paa oblner un 'ONA, ato se deromina crea de parc, y asta 
vectores apecincos pora el, Cuando el tamaño del DNA de ierés que se quere clonar ea mayor, se puedo 
corra lmainando previamente la pao dl genema vico que no 1 roquero paraa noción  epicacón; so hablo 
rios de fencad usitcin o reemplacamerto 


Vectores de clonación basados en el ago lambida 


pa ne 


== 
A A ns 
Ar E ear 

A > 


mimo pe ir 
e q pa paca 


pp 


162.43 Cósmidos 


Son vectores sntátcos, quimeras que combinan caectrsias de púsmidos y tgos para combinar las ventajas 
ds amos pos da vectores El fragmento plasmiáico proporciona ls caracorisicas de lamaño pequeño (57). 
Escuendad. un cian de mpleacón, un número de alos de festccón onde 1s va a nens el DNA, uno o más. 
marcadores sotcronates y la proveción en bacterias como 4 luesen idsmidos. Del lago 2 56 toman las 
cuencas "ws" (de Inés cohesmo 483). queproprcionan lcósmido la capacind, popa el DA el ago, de se 
Fmpacuetado en csi ias vir, 

Los cósmidos son ús para con nseros de gran amaño (asta 4510). specimens en 1 preparación de 
Ireriasgenóricas de organos suport, ya que disminuyen en gan medea el urero de dones nacesaños para 
que ado al gorema esto representado n a genoteca (pg 218). Los métodos de inrocuccón del (DNA cosmidco 
(ota 4) dependen de tamaño del nseno. ste as poquaño, se puede introduce por ranstymacón fs células se 
acon competentes para incorporado en loma de plásmado recombinante, pág. 211,5 l tamaño us rltvamente 
rnde, la transfoemación se complca y debe acuso al eraquetaminto rev an forma de lagos, aprovechando ls 
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16244 Cromosomas artificiales 


Este tpo de vactres se han diseñado en espacial para adoparo a gan tamaño de insertos requenos on 
aso el genoma humano yde aros mamiros, y para la clonación en colas sucias 


a) Cromosomas artífialos bacterianos 
Se les Hama comunmente BACE Pactral arica cromosomas). e rta d vectores amiecos ervacdos el 
pam Fo ellago PT, Se oractenzan en primar lugar, or AcepLr grandes senos de OA, entr 100 y 300; En 
Comparación con aos pos d veras los BACS contaran genos que oducon su apar de copia es der. de 
secicacón n la cálla anfiona del DNA fomado (etapa 4) Coma rela, se cansa mayor estabas delos 
iras de DNA de argón eucariaic, que en comidos sutren con cuencia reordcnamentos neos, Gracias a 
stas dos caracenias, Ios BACS son vecors adecuados para a oaboracin de genalecas excaracs (pog. 215) 


b) Cromosomas artíiales de levadura 

Los YACS (yastarticia iromosomes) son vecors éticos que ontnon ls tos regiones rlacionadas con 
a lunconalidad de un cromosoma (pg, 32) secumncas consluyentes da un centómora de dos slemer y e un 
nen detegcacón Ademús, ncororan en general genes marcadores elecconabies etapa 6) y un sl as scnado 
mul (tapa 2) en 6 que aámlan un nono de gra tamaño. que puede alcanzar Mb, 1 que constuye una 


Caruterita fundamental En cessonos, est ipo de vectores se denomuan ARSICENTEL. por os 3 tipos de 


«somosema durant la división el cell (pág 92) meras que ls telómeros omabliza, como a se ha 
los cromosomas 810 largo de sucesias aires (pag, 157) El origen de regicacón secuencia de jepcacón 
inátroma (ARS, autonomos ropicangsequenen) permi oración de copias ol cromosoma arica 6 farma. 
independiente aa del genoma prep de a có anfona, Los YACS so Uca an parta ara praarargonolcas 
e pencas muy grandes, ora mantener un ge complot e un unico con 


162.5. Incorporación del DNA recombinante a la célula anfitriona 

La repicación de as moléculas de rONA (clonación) require que ótas se cóuzcan on una célula amtriona 
(recelos haspedador,Icoectamente Iamada ala huesped), Para que asta ncororacón, que en general tene 
lr por mecansmos poco conocidos, sos alar 95 preciso emplear célas especializadas (con un genotpo 
*eleconado) adecuadas a vector e clonación lizado y con capacónd de avisen 


162.51. Tipos de célula anfitriona 

Con trecuenca, 1as celulas anio son procarióticas, pmopsmente copas de E. col, por se cs de 
biene manspla,mutilcar y cnocersn su genética, Al proceso de ntoducción eliDIA plasmiaco so e denomina 
transformación (063 212) Las) moscas) de ¡DNA plasmideainoreradas a repitan luego vanas veces dentro 
ela cólla de auendo con as popiedades de 1s pisos. El nseño de DNA puede permanacar unido al pasmado 
(o más frecuente) o recombinarso on al DÑA del erorosoma, Sia nagra en l vto más de un Ego de DNA, por 
«ejemplo, os genes o n gen y un regulador de a transrlón el proceso de Incorporación 6 1 lla afina dal 
ÓNA ss lama coomstoació 


¡caótica son más dies de obtener y mantener, por loque solo se uizan co Fa 
espacios lundameniamene para e and 0 la regulación ána, a axprestón 6 una poi sucardica, ale Do 
aaa, ls mas manejas en Culivo sons levaduras que, aunque mantonor afgunas orateristcassmaoos 
rocartas (có indivuals,escimiento rápido y económico, manputables, te tenen na organización colar 
rra de sucanotas y son de ntrs biotecnológico por u capacidad ds expresó y maduración de proteinas, 

Env ls cólulas animales que puoden ostblecerso on culivo, e pueden car 1as cónsas HoLa e carcinoma 
úecidgmico humano, los fboblastos IM de rón y BHK de ón de hamster los owoctos de aln, ec. En general, 
acen sus mul de veces conserando lbs mismos aracoras, por lo que e sondeo de Conadi es 


16.252. Métodos de Introducción del DNA 
Puesto que nomalnente a membrana plasmática muesra un permeablcad seeciva y no admi grandes 
legmentos de FONA, se acudo a diversos méodos para facitar su caplacón por ateración tantra de la 
pommasbsdad collar métodos pasivos)  ntocuer el ”ONA rectamente (nélcóne amos), En muchos casos lor 
Frecanismos son poco conidos y los métados resultan más o menos efacos depondendo de po de veto y de 
Cála E pruceso suela denominarse. Iunsormación 0. 4ansicaón, unque esticiomente al primer Meno 
Fomesponda ala introducción on aceras anfronas y el segundo al ampleo e vue como vecores, Los méodos 

úiizados pueden dvds tan on Fico y quimicos 
* Eltataminto más fecuent o de to fisico químico y se des que a cul e hace competente. Se comienza. 
con una incubación en presencia de CAC, 4 UC, seguid de un CaMDIO Draco a 27:43 C, que dios alas 
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"acturos a notar moléculas de DNA, Ss dpons de copar establecidas especialmente sucapitls n esto 
proceso 

+ Es incomoración paswa de DMA se favorscs cuando sus molculas se han agregado 0 coprsciplado por 
ineracin con cationes Uicamemte fos cáleco o DEAE-dxtano (detlammoet-óoxrano. Un palmar 
polcatanco) 

+ Ono agontes quimicos, en especia el polttienglcol(PEG),sumerta la permeabilidad dela membrana colla, 
cont ques incorpora más fcimante l,OA, antión elo pasa. 

+ ESDNA so puede incorpora un Iposomas, qué luego con classe fusionan con a membrana cor y heeran 
su contenido al intere (ncuyendo l DNA que, en real, parce ascciarso al suport exteor roca del 
loo 

+ Un métado con gran aliaca ese empleo de vectores de po íico, que por via natural d infección inuoducan 
en la celda aan 2u ONA, en nl caco recombinante, Para ente Xpo de norperación se ha acuñado 8l 
darmino tante 


7 maso 


o e 
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+ Apicando descargas eléctricas en foma de pulsos breves de ato votaje se consigue a aporura de poros 
kanoros en la membrana, por los que puedo pasar el ,ONA. Esa melado de eectoporacón es bastante 
Fabia! ara células oucanblias, aunque de resultados muy Varia, 

+ Un método cunoso y de apicación crecen, a “biota”, consists en sl bombardeo co las clas anfinas 
con micresteras (8% tungsteno oro) ecuberia con el ONA, Se emplean depois adecuados pistolas de 
genes” que impulan esos micrproyaciles modante un gas presión, pudiendo apicarss obre suspensiones. 
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sltars. céllas en culivo o ncuso in vo (sobra la ple, hojas.) Algunos de los proyecta empacian y 
esatran un La cla, ua membrana e rosa rutanrte, quedando e DNA incorporado an su eros, 

+ En casos dore la afina de sumiso el DNA debo ser máxima se acude ala Inyección directa Gl DA. 
¡en la eálula o en su mico, empleando micromaniuldres y agujas de varo (merjeegas  meropipels, de 
pura exterademente fra), to oertacón sl miroscopio, Obviamente, al nronvenieme ss el asc numero 
0 colas que se pueden atar por eso mótedo manual, or lo que gonersianto 1 uz sa sabre aocos y 
gula. Dado su cavar deeco, se puese Incluso presen dl vector y suninetar al fragmento de DNA 
eaado un mode 


Agente promotor del ncorporación — Nombre sspacico deL milodo Careto 
Cal” igeneamente como fotoo) Vanstomación cálgs compaleios Quimsa — parto 
DERE dexrano lic — pas 

PES poleslngica ima — paso 
posos EZ Fico — paseo 

Bescargas escineas lecrporción fico aio 
mroprayects laca. Frco emo. 

InpEsEón creci on merppaas rcronyeción Falco cio 


162.6. Propagación en cultivo 


La división delas clas aníioras on culivo produced, Juto con la ropcación de su propi genoma, la 
tormación de coplas del 'DMA que haya poc incorporar y. or tant, a clonación propiamente dcha. Ena pda, 
ss sueo hacer Una primera bemba Collar sobr Una plo de agar para quo crezcan ls colonias (cada colo 
rave de una cta, sn ciones) y una exe poneros de ts colonias medio qui, ua loma otígccnes 
on misiles copas de cada cáulacsginal ones cores) Depentando delas prpindades del vector, el TINA. 
puede replicar de ema rápida o ndeponciente del genoma de la cea anta. 


Detalles del procedimiento de clonado: propagación celular (tapa 5) 


ici St e 


Simusnesmente con esta taa de propagación sus tener tpar la selección e ciones recombsnamtes y la 
presión opnal dl gen sonado 


7. Detección y selección de los clones recombinantes 
Dado el gran número deca empleadas on a conació, y la veas de productos que pueden originan an 
proceso de oeación del DIVA recomisnane, e otencapoder cfeenciar qué cla (o olnis 4 as ue an deso 
lagar en culto an incoporado resmento DIA fecomenanis donando, Eva foc so pusde combinar on una 
seleccion, s dec, consegur que 500 es Clio adecuadas sobrmuvan an el utivo Esto ica mucho a larsa de 
Fropagacin collar, rducendo el número de tones Que se deton segur culiando. Dependando dl metodo 
Vátado, esposo distingus cols que han coporado el vecs (recombrania 0 no), que han ncoporadoFONA 0 
incuso que an incorporado sl ;DNA con linen puesto corea, 
Se pueden considera tros tips de méodos de detección 
» Métodos dehibisación dolccón de una secuenc del DNA clonado, o del mRNA tracto part de 6, por 
tración con una sonda marcada 
+ Métodos inmunoquímicos. caeccón dela priva codícada por el gen clonado, mediante un anticuerpo 
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+ Metodos genéticos o de selección fenoiica en ciertos caos, a asprsión dl propio nero produce cambios 
apreciaba en aca anirana, que saven paa reja su conación condo. Sin embargo a estrategia más 
Común e a detcción y aotoccónbnsadas e la presencia de genes marcadores enel veto 


sgaz de degradar la ampicina, una pericina somisinétia. El gen de resatenia a toacicina (9) 
Eolica una presa de mentrena que ect como una bomba, astrayendo eso atico de a cóll, 

+ Genes que complementan defectos nutricionales. En este caso, e empison capas mutantes del célula 
anfiona. que no pueden crecer n ausencia de un nutre. Por ejemplo, cenando en levaduras con un 
electo metalico enla ua de ositos de tteano, se emplo un vector qua contare al gon TRPY 
Fameco, cono que ollas él Iarormadas econ pm Pp en sl med. 

Los piatesmuentos experimeniale son muy versos y generate combinan varios de estos marcadores, Por 
razones dicten, e secogen unos ejemplos que sta el uso de ves genes marcadores, aunque no sn ajusten 
Inpractca del latoratro, Un concepto mporant sto espacio s ld nactaciónInsecional la inclusión de un 
polconacro sto decorado múlile(pd9s 207. 209) en tner de un en marcador hacs que la acción de ¿sta se 
Ejerza sólo en las cóllas que han incorprado vector sin ns. 


Ejemplo de um vector pura cloación 
conte el nro de DNA (gen de 
¿nine una rn de cono y ld 
pen anta (gen macador o gen de Ez 

resistencia a antbiócos) a 


Y amp AAA 


Detección de clones ¡lesión de lopes: Detgció de clones par 
en A sei ne ¡tubiera mode) insctvación insrcional: | gon A 
marcador codifica ua len A serian pende. serian gen marcador codi ura 
pros que puedes TOMEN O psique se pad ea. 
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162.8. Expresión génica 

En algunos casos ss pretenda o sil ampificaió de DRA clonado, sino su expre, man para eur st 
procesa apar Investigar el producto (AA o prosa) Logicamant, sl DNA cionadn será an estas asos un en, y por 
lo con Frecuencia se (rata de un COÑA. Para consegui esta expresión se emplean vectores de expresión 
specialzados, sos de los veors de clonacón por presentar características que Tavorcan la transerpoón del 
genuna vez incorporado al célula aníiona Típicamente, un vector de expresión nlye (ose debe nera en 6 a 
Vez que el gen. ps0. 208) un promotor, región reguladora de la Uanscpción póa, 264) Es tscuento epica 
promotores induchws. ajos al organo del que proce el gen nado pera que se activen bajo conicones 
Frperimenalcs Goviriobes, coma la aci de un multete y 1lo Ho de Compuesto, Gaparindo entonces la 
Fransenpcn del an Sonado, 


163. GENOTECAS 


Se lama penárcamentegenoteca o bloleca de DNA una cosccón de cons tomados a ans de odos tas 
ragmentos de DIA obtenidos previamente por esctn del genoma de una espec o de Un teo. En e caso de 1a 
ionación ell, cada uno de stos gmentos 6 presenta ogado, boa forma d (DNA. en un vetar Incorporado 
n/uno des conos cores que componen la gonolaca, En la conacón collar so presentan como fagmentos 


Depensiendo de as musstras de parida paraa cnación son frspmemtos del VA genómico moleculas de 
MINA á9, 205) se dstague eno genotecas Genómica» y genotecas de COÑA Es Importante indicar que. 
infomación proporsonada por ambas genciocas no es idéntica, pues solas prmoras incluyan lao ls gines 
coditania como asno codificats: además, las genotecas de cDWA son dferetas según edo parir de que 
Se han preparado, pues alo coienen ls reonas Codines ques siprsan én ss lopo, po lala lapa del 
desarro deercacin,enomo biaquimico DS acuerdo con o, 6 uzan lornavomente dista genolecas 
omo punto de parida paraa clonación: secuenciación, le del DNA 


GENOTECAS GENÓMICAS GENOTECAS DEDNA 
En umanos: 33-106 on genes qu ex senda <apcnados) 
lesión de amenos “olecinde mtéats de DNA 
ños 105.00 tal. mplemenanlcDNA) 


201p0 dama por rms meo 
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090000 000000 
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LE A 


esta de ones per “asta dedos de JONA 
io 70.0 cons el 


Una vez proparaa una gonoteca, ésta se convete n el punto de parida pora 1 búsqueda de cuniuir región 
elDIA ode genes y su studio mada conacón adicons que sei e ombre de sulcionación) secuencición 
expresión, ate Con respecto luso de ls gerotacas como 1 

antes es 2 locación en ta ganoteca el cin que coneno ca os os 
métodos de detsccón y elccin. peamant comentados al escribirla clonación de un solo tapmento (pog215) 
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16.31 Genotecas genómicas 
E concepto cto de gonotca corresponde en esdad osticiamente l de gnoteca genómica, rerosentata 
¿el genoma completo. El número de clones compenentes debo ser, en l práctica, sulcinto para abarcar todo el 
enema Incluyendo tanto el DNA codfiant como elo codfcante. La preparación ol DA de paria so reza por 
scisión del goroma con enzimas de estción tajo coniconas de roua parcial, es dci, que no pormáan la 
Actuación axhoustva del encima scr tcos los sitos de resición prosants on sl DINA. La rotura a produce on 
ada molécula aleatoriamente sobra elconjuno de stos de resrecón. de forma que aparecen un número menor de 
Iragmentos, y els son de mayos tamaño, respecto a o ebsicamente posible y eremes de una ta moléca 


Genoma completo 


seins OE XK 


inten poble al OÑA. 
== 


a a 


uu“... 


Apart deltamaño del geroma compieo y lamano meso dels inseños so puedo calcular el minimo número 
¿e ciones nscseano pera qua la gasteca repost l genoma completo, Sin embargo, el caco sean sa 
reparación de fragméntos y dl procexo de clonacón hosen que, par anorcefeza de que una genatsca comen 
Cualquier región del genoma, se requea en a práctica un numara de ciones muy super a laro, Este número de 
ones resis dico por el numero de ones iónicos dstno ul parámoto conocido como equivalente genómico. 
(GE), que e de 320 pera consegui un 39% de probablidad de clonación 


Aelación entra tamaños de genoma e insert y número de clones teéricosy prácticos 


oganamo Tamare del Tamañade —— Mdecios —— Nedecones Equal 
genoma (Mb) inserto (b)_lndependiates(oricos)_enlapricica ganó (EG) 
rs 20 000/20 210 300 EAT 
Tevedas 34 20 14000120 = 700 3300350017005. 
amare 3300 20 ITODDDO 20 = 105.000 709000 Ten 00 /185:000- 48 


16.32. Genotecas de DNA complementario 

A asterenca del caso amero, las genotocas de CDNA representan exclustramem la paris coiicato del 
genoma Son ospoclmente as en caras, donde una có =blo expresa na paruoña fracción de y genoma. 
(manos del 3% en humanos) lo que tduce l tamaño dl material genético sponia para constr la genoteca y, por 
anio, 8 número de tomes El malena de par, el MINA de la có, conteno monos de 20.000 moléculas. 
¿lurantes. con un tamara mado de 2.31! Por oo lado, puesto que el mero de copas de los istits pos de 
MARINA ex muy vara en Sucarcts, su representación enla gnoteca no será untrme. Puesto que ls cDRAS. 
carecen de sonels e expresión. cundo se pelada a expresión el gen cionado es mprosindi nur enel vector 
2 expreón únpolent promotor adecuado para la có arena, 68 modo que ésta espro la prlina odiada 
porlcona 
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Genómica. Obtención de los mapas 
genético y físico del genoma 
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17.1 INTRODUCCIÓN 


Se conoce hoy dla como genómica a cojo de estrategas y tecnologías emplsadas para la coraclenzacin 
imolcalar del genema, on su más amplo sentido, pero con un éntns especial on el Genoma humano, 
rcariuament, la gárómica conesponda » la oblencón del mapa de Un genor, qua 4 34 vez Puedo ser 
considerado como la estructura tna del mataal gentco de cuaiquer espece. Po ano, consluyo la Dase de una 
Bolgia Molecular Ingenieria Genética moderas apicadas ala Sandad 

De acuerdo con estos oiatwos, se pueden distgur dos áreas denso de la Ganómica, consecutvas, 
aparatemente independientes pero otaimart elaconadas entra 5 

En prmer lugar la genómica estructural, que coesponde al estudo delas cnica y estrategias necesarias 
para obiner aro los mapas fos del genoma, poses a srl niveles de resolución, como la secuencial del 
BNA ganánica mapa fisica yla resolacón máxima. el nocedido mavióal, Los mapas ficos, ln casos coma 
modems, se descaben en el presente lema, mientas que la secuencacén propiamente dcha,  descitado del 
Comuni de tas que constuyen a inormación básica de cuaquir orgasmo (3300 milones de pb an fumanot). 
sí desta en el lema 18. La mayoría de ls proyecos genoma en curso se ancuentan dentro de aguno de osos 
sados de la gnórsca osvucturl En l cos del Proyecto Gonoma Humano (POH) 0 6 egando o largo del 
00 2000 auto eslabón. Do ahi onomo trascender do lodos los proyucos amcados on ste gran cojo 

En segundo lugar. la genómica funcional, coespondiete a la caracterización del proteoma, os dect, 0 
conunto de todas ls prosinas crginadas po el genoma, bajo os diversos pavos postes de axpreslón génica a 
proteinas, medicación y degradacón prica y desarallo de su funcn. lado elo eno de cada tpo de cs 
momento calar, condiciones parias n wo, nl Conespende, en delta al esudo funonal del DMA. 
Codicaie: Por snsloga.se Roma profómica sl Cours de icicos y ottalpes Ullzadas pura el eotudo del 
proisoma. En contaste con la genómica estruc, rooms 0 encanta on sur cis, y ado e Nene tos 
Fara algunes organismos modelo. Transcuran años ames de conocer al compo la función de lodos los ganes 
manos y sobe todo pa druida peda, en su caso, 4 as pollas, tant con fs tsásicos como picados en 
ace de 1 amanidas (por ejemplo al biomasa) 
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El POH es un proyecto detal emvergacira que sus cetos no ss pueden alcanza co el impi latoamiento 
de buscar métodos para la stapa de secuenciación, pesar de su crecen inca, Do hcho, el progreso logrado a. 
supuesto la Ímpicacón de Mumerosas hicatwas y merdoogías que superan con creces dicho tapa. Ani la 
inpostlidad metal d rcoger cda sta inoacón (or or ado, ya sponiie de forma especilzada laa di en 
Intrat), vo presenan on ato lema y l guirto ls nas básicas para un enfoque “opio dB conccmiento del 
ena 
La elaboración del mapa. o "mapeo" de un genoma, tanto sl humano como los de ovos armanismos, se na 
atentado a lo largo del Vempo en varas staas conscculvas, a rieles crecientes de resolución. Estos se 
conesponden a grandes rasgos. con rs grandos astas molocolóicas, complementarias erre si. mapeo 
ético. mpeo fisico y secuenciación. Además ha ido necesario el desarolo de sencas Inomitis para. 
coger, dmacanar. trar y alzar el coco volumen de css obtenidos. 


Fares de POR Caracas 


Mapeo Mapa gandia. Proporina a meror esaucón, Sia de forma aprosimada on os camasomas 
ode Egameno. dera o (de nes y de aca marcadas  ocuencisientcabias) El 
Edicto dela tancia y. por at, la biacón rita de genes o marcas, o 
mua nl cuencia con la que Js paras do ls 5 ransmln cojuntamri la 
esconden, 


Fapalisco — Asgna izacones os marcadores, dstnidas or stancis en pare de 
Bases. Destacan env sus vañantos los mapas de restrición(orienacón en l 
cromosoma de ls danas para enzimas de resi) 


Secunciacón Eauvalo ala obancón del mapa genómico en u vol más datado Su joto 
ts estaticas la secuencia mueolida Compa del ganga humana, esperando 
los 3300 miones de b de cla hace (8.600 en olla ple), Selva 
cat pasto y con el apoyo de a Inomacin poporsgnada polos ages. 
enátco y o. aco uso de lateamiencsy méd sumamente aspeciicos, 
Csda vez mas ntomatiados a inomatzndos S deso on ltema 18 


17,2 MAPAS GENÉTICOS 


Iniciante, los mapas genttcos cosisian en una representación gráfica e a ordenación y ubicación de los 
gonos en cada cromosoma, Sn amargo, actuzimante se Inuyen e esos mapas no lo genes so ovas regiones 
BOI DNA. de modo que para engotar a ambos se emplea al mino marcador genátco, eto papol puedo 
esempeñaro cualquer caacerisa Tica 0 molecular del DNA que tor erre inivioos y sea deteiblo en al 
laboreo. ara poder segur a paón de herencs. Como mercadores genéticos, portar,» non ano regiones 


csi de Ei 
Mapas Genéticos Mapas Fisicos 
ceca Ie cone aqu dela seconds corts 
irene de os muenie (celamdo Asco pde lo 
nc emi [redes 


17.24. Fracción de recombinación como medida de distancia en un mapa genético 


Durante la mece Hero lug el sorecruzamiento, o Intercambio recíproco de fragmantos de DIA antro 
cromosomas homsogos (rcomonacin Jomúlcga o maca. pág 105) Debe destacarse quel recombinación nunca. 
ono har entre Ciomosomas ferentes, sino inicamenta ante ls dos memos de un par de cromosomas 
emólogos_Los mecanismos moleculares de ln recombimación no 40 Gosricon en sto Ho, po Comespondes a un 
iiado de Genética, Aqui iarsan, esencarante las consecuancas del proceso, Por un lado, que los cromosomas 
recombinantes que spracen un cas gamalo e o son déntcos as rige (paero y matemo) y, por to. que la 
Variación gndtc estaa depende, abvamart, de la poscón del sobreruzamiento an cad pa de cromosomas 
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Como tae previo obtención de mapas gendtcos, desen recorro algunos tóminos basicos 


ada — separación de los como 
dimos Vip ao gmc ome) Ela pel be peo e 
"Segre" de is = epración de ds seo de hi dirt de un mimo cromosoma 
Vote mois 16 Y CO Ea puts dr hs habido recombinación en co ol y a 
brinca ey l momemo del opeguon e lor cremas ys cramándas. E mino 
erez: Laos (yl pu parco munici pue ic ue eos eran 
a enserio 


AA 0000 


La carctarsica que defns el mapeo genio es el análisis dela fracción o frecuencia de recombinación 
sida como la pobabtdad de que los llos presents an ds iento corespondentas la posión de los 
mmardores considerados) se separen o segreguen coma cónsecuenca dela recombinación meíaic, Dicha de to 
modo, ss la cuenca con la que dos sea deleminados aparece tecombinados en a descendencia, Como 6 
cae 4 cotiació, sta tacón depende de la distancia ente los dos loc an al EsOmOsOmA, loque permi 
Fmpleaca paa etaiecr el mapa. 


ae 
A AS (Obviamente recombinación ene 
| cronica 'rscendencia sn los homocinicos) 


cromos Nomálogos La tre poxibidaes mosrdas ponen una sola recombinación 


ns época de egos cave combis de 
mr ls musas roms. n bits posiciones (4) dl baso q legs alemoriament, 
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Conclusions de interés, relacionadas con la construcción de mapas genéticos 


2) dos loci están mus proximos enel cromosoma (por y: 
FE dic quese poda recombinación e una poción irme rre ambos porno, ay 
"aya ovenci de recombinación 2 de unta de LE gametos = 167, 
Coma probada, Los dos eos quedan mun miso cromosoma y cromatda e coferedn. 
Los als quese coberedan on frecuencia máxima os dci, qu cas nunca se segrean) sc dico que 
tin Uieadon Lógicamente los os de cromosomas fre nunca cn igado, ohne 
Fizarnemogcricomlo. 
AN compu de leo localizados en una región pequeña del romosorna se denomina bapltipo, Se 
Escoria porque su lolo 5 ansiien sonjentamene (on llos ligados) 


A mayor separación entr lolo e l cromosoma (por) By Co, más aim, A y CJ 
Existe muyor probabilidad dercombisación cn posiciones intemedar, por ato ay 
ar scuenc de scombiación (paa 3-4 de 12= 13. par A y O: 6d 1250 
Al suit recombinación o os alo quedan en disnto cromosoma por l que hay 
menor probabilidad de quese hereden jumos 
Nota: a eminologi s aún más varada de a ques ha empleado aquí: por ejmpl, una aha frcuenca 
“recombinación s sinónimo de beenca conjunta inscuent, coeenca inicuene segregación de 
elos frecuen y conrepacón Inrocaene. Eso puede diicula, y veces comprensión del 
¡Néniicado de “reuenci de recombimación 


17.22. Obtención del mapa genético 

"Una vez conocidas las poscons relativas de un número olrado de marcadoras genios, ss puedo esudar la 
Irecuencia de racombinacón ton rmpacio ales de Cual gon 0 ocur y as tus locos n el "Mapar 
defndo por aquélos, De sa foma, sede que se ha "napenag" su poaeión en l comosoma. Una vez ocalzao, 
huevo gen e secuencia pasa egyucar cono de marcadores que aman el mapa, 

La escala en ls mapas genátcos se mie en unitedas centimorgan (ci). 1 cM coresponde. por detnción a 
serca que separa ds oc que experimentan recombinación enel 1% delas meiosis Empiicamente, en e genoma. 
humano seta dtancacoresponde aposimadamente a 10 pb (1 ME) A pare dela frecuencia de recombinación se 
deducen as atari relaivas ati varios ls y se pueda estasce u ordenación an el Cromosoma, comenzando 
in mapa genanco: 


CO asis 


Freund eb oleado ——— Dicc ies 
a 

a CI E 
== ir ¡30 ma 
2 S z SS 


Se concluye que locus 
bs stare lo 
loci Y $ 2/0 o que colo 
mismo, os Joti sá en 
anden 2-X Y 
do sicerena, Y=X-2) 


8 ina 4 ova Forma sólea so deota por los procetiments. variados, que 
pormisn disinguis: bien avd desu infuencia sobr e enc (Cracoros arras parcn de enferma, 
Ea) o lan mediante Isencas molcuar de detección de secuencias (ntsación n tu por cresconca, método 
Souirem o amplicacn por POR) A parts del oración dela herencia de llos se alan las Irecuencas de 
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racomnacón ene ésos. Con eto planteamiento so han oso determinar, eno aros, los mapas ganttcos de 
Faris. levadura. Dosophia y tó, 

En humanos es diia dleranar medante estudos tamáaes las hrecuencias de recombinación de ce pánios 
sio sa dat, por an ado, mscaso? de cats en los que se tana Smuancament do ales representativos 
por ajemglo aaubllo causaris de dos enfermedades, Por cra par, la Ema asado reproducción del or humano 
cata e cc fatia ds Scha fecsencia, Para superar esta imac an la rácica 50 acude a marcadores 
Polmóntcos, s dec, aqueños que prsentan en la población un pevado mero e alelos Jomar alematas) ton 
cua! son muy tecuenes los induos etercogótcos yl recombinación se pode decir en un ao porcentaje de 
la descendencia (recubrdase que la tecomtinacn de los homocgétics no se puedo apreciar), Los matcadors 
Frets on en ganara no ánios, no relacionados con erlemadades con unes, so simplemente secuencias. 
Se DNA detectas an una posizón ha del cromosoma. Ente 8805 deslacan lo basados €n el DNA min y 
Ficroasélte que presentan polmorimo an el número de tepetconos (VNTR $39.363) E numero de marcadores. 
Foimerios,nspaciamente los mientos, ha crec de forma exponencial 1 sgo dels anos, de modo que. 
Fctuamente se poned un mapa para cada cromasoma con ubicación de un otevado número de marcadores 

La utdad del mapa gendto se lun, por ejemplo, con a posiad de localiza l gon rsponsatio do una 
“anlermadad horca, un sin concer l senda deco gen Va baso molcua de la entormedad, Para eo, e 
bosca, nte lodos los que componen mapa, un aaa de un mercader que es presenten os narcuos slats. 
pera no en ts sanos. 10 que nda que el locuz de tl morcador ata Ido el gon buscado, Por consiguio, lg 
Caña wear moy prisimo a a posin conocda de! marcador en el mapa, Esa posbadad de ubicación de ganas 5 
potente laboral mapa ton marcadores dispuesto 3 lolo de ld el gencma, sa ssegur ne, por pro ar 
Sus samgra exito in marcados sufcenemenis pomo alg como para que amtos osón ados. De esta loma. 
ka ha pogo encantar, por ejemplos ocalación cromosómica dels guna responsables de la sc quita. a 
nema clome, la anfermedss de Tay-Sacs, el sindrome Kal y la sota monica. 


varios marcadores genéticos (poscón conocia em el mapa nético) 


cromosoma —— . + 


Ja [elec do experien | 


Uaposiion desconacida, ue derocombipación 


ala may peque 


17.3. MAPAS FÍSICOS 


Como se ha indiedo, estos mapas miden dreciamente istancs Fscas (os det, an pares de bases) otro 
¿ones 4 gras regenes del DNA en el genoma, Las esvategías matedoóicas son muy diversas y conducan a dsinas 
“arntes de mapas y ivees de resoución. Dependendo dela escala nivel de resolución. conocida como "unidad 
Cargrárca de mapa”, se dsinguen tes esaegias ja rscución (varas o). ata rsolución asta 17 basas) y 
maxima resolución (secuencia pucca), En ese capiulo se desean Unicamente los dos prmeros nie, 
lejano a secuenciación del DNA para el loma suerte. 


17.31 Obtención de mapas físicos a baja resolución 

Este pel de mapeo conesponde ala asignación de cada marcador a un cromosoma o región cromosómica, Se 
zan stos planteamientos que adas pican muestras dlermirs, segon so din a corinuacón. En 
general marcador se detecta empleando sondas o cabadores de PCR, ambos espociicos ara su secuencia; 0 el 
aso e un marcador górico, puede acudirs latón la dooccón de su producto funca [reina o FINA) 


17.311. Métodos basados en empleo de líneas celulares somáticas híbridas 

Constan e a busqueda del marcador [nico o no) en inoas covers hbxids,proparadas de tl orma que 
contienen material gengtco de dos origenes dferntes. el genoma completo e un roedor (aunque con una mutación 
in, esplcada más adoart) y una paro del genoma humane, que puedo ser vanos cromosomas, uno solo 0 un 
Fragmento de cromosoma, Disponendo de una coleción (9 paro) de als ciones cales ibridos, cada uno con 
anos dslinas del ganoma humane, sa pueda ensaya la prosenia en locos eos dl marcador y ai ubicar un qué 
Cromosoma o paro del mismo se ercumira, Repiendo proceso para disinls marcados =ellga a consu un 
mapa ico 
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Selección de las células híbridas 

Ln anpetosumumene importante para el mapeo med cals somáticas Midas (que tambi 

ss empleen la reparación de amicucros monoclonales) el capacidad de seleccionar os hibridos, 

es, que e clava silo sobrevivan cis coa. El sema de sección más utilizado hace uso del 

medio MAT, as amado por contener Mpoxantina (ua use nogenada. bosapunta), Aminopcrio 
dagete amic) y Fila (un nucldndo), 


Fundamento metabólico del uso de medio HAT. 
Su isión os bloquear la principal ua de siness de mclónidos, la denominada va de novo, al 
impo que avaree aut atra, va de recuperación 


VÍAS DE SINTESIS DE NOVO DE NUCLEÓTIDOS 
E muda HAY aora amimoptcrina 


 etoebon pata PR magda y se Bs 
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vÍAS DE RECUPERACIÓN DE BASES PARA OBTENER NUCLEÓTIDOS 
REACCIONES DE DEGRADACIÓN DE LOS NUCLEÓIDOS UE APOYAN LAS VAS DE RECUPERACIÓN 
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“APT — dei fosos 
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Consecuencias del cultivo de las células en medio HAT 


Para quee medio HAT sc eficur se rquir la fusión de células humans elle con locas de 
ocdor mue. delete cn la actividad enslmática HGPRT, concl ara l va de respec 
Es cslals de rosdor depende. pues, e a vía de nove, que no € usada Inbiualment pu las cdas 
males De sta forma, e el hlrida se coplement la capacidad deprltercin propia de la cala de 
dor cun la capuidad de crecimiento en medio HAT aporuada or la presencia de material gordo 
mano (que dl psss el gen del ensima HGPRT normal) 


Fig ella 
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Coma acacids de 


La preparación debidos apart de css somáticas Pumaras so permi denácar e cromosoma an el que 
está sudo ol ONA de inrés Se puedo alcanzar mayor resolución de ruages empleando hibridos snlsros 
reparados con una porcón menor de genoma humano: hibridos monocromosdnncos, conteniendo, un solo 
Eromotoma e htrids Suberomosómicos. con un fragmento de cromosoma, Can stos lios ss conste lo que se 
¿Genoma mapa de asgracion reponar. s dec locación e cada marcador en na rgin determinada de un 


173.2. Obtención de mapas mediante ensayos de hibridación con sondas 


fluorescentes 

La ubicacion de marcadores para formar un mapa fisico de bea resolución puedo también conseguirse realizando 
ú“ansayos de nbridación con sondas que contengan la prep secuencia del marcado. Esta cnica ha adquíido gran 
Aplczbicad on l mapeo gis ae sondas ucrescontes (nbridación in tu por uorescencia o FISH, 139,172) 
Ls sonda se marca con un Muectoma, ben de lona desa a ravts de un grupo "ndicador apor, por ejem 
olaa o dguegenia pág. 188) Para dentcar el cromosoma ola repón del miamo gonde hna sonda ss pude 
cual ala observación aj el mirscopio de fuorscenci o la cometa e uj 


a) Mapas por hibridación in situ (FISH) cromosómica 

La hibridación se roza sobre preparaciones para el miroscopío de cromosomas matalasicos, previamente 
esnaturalzados. La dond delos cromesomas eo rol pr las icnicashabiale de establecimiento del caotpo 
loma tamano y toas bajo tinción), El DIVA dana (marcador) se manlsta bajo el meroscopo de Muorsecenca 
como puntos luinonce dobles. debido al ntidación de a sena on as dos cromátidas, Se anza on eta cra 
kn val de tesclucón CsomoSómico 9 sueromosómico, y es ponia localzar o mapear simncamante varios 
marcadores empleando vais sondas con fuorocromos isis 
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a 
eno Dra 


b) Mapas por citometria de fujo 
La iserticación del comosama en el qu se encuenta cada marcador puedo tambn rezar al ceda se 
vida con muestras que conienen cada una un solo Io de cromosoma, Estas pueden conseguese apicando la 
Ciastcación de cáulas aciveda pr Rucrescanca (FACS, pág 128), adaplada 1 mapeo de moco squente: Los 
omosomas se tratan con fuorocoos que se ecalan ante ls bsos ibegenados apuadas del DNA, ls de mayar 
dad de ese apeo norelarte, por lo que sógueren más fuotescanca, Esto 
la tapa de andiis o ceractorzacón, proporcionando la que a halamado un 
Carograma de fo, ae omo separaros enla lapa de cstcacón y tenes muestras, cada una con un solo po de 
Somesoma Falmeno. ess cromosomas separados puden emplearse por emp, an Ntmdacin Sota on la 
Sonda uspcita para el marcados buscado, 


17.32. Mapas físicos de alta resolución 

Estos métocos, complamentaros los antricos armen alanzarunareslución inenor a Mb, Incuso hasta 
agar os pocas nucloios, lo que ya upons el vel molecular de foslució, de ahi quo san los modos de 
apso les mes importantes. ivan de ace env los mapas fos amenos os de 0cvenciacón y mapas de 
Fesolucón Il a escala de un nucedtó ema 15) Se plantean poncpaimente os tpos de aboráne hordacón y 
amas de esrccón 


17.324. Mapa físico por hibridación ín sítu (FISH) de alta resolución 


La baja reslucón asequible sobr cromosomas metalicos se puede aumentar macante la hindación soc 
cromosomas menos compactas. 
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17.32.2. Mapa físico con enzimas de restricción 

Antes de que se descubran las endonuceasas de restción y so oxtendera su uso on el lborator de 
invesigacón, se ulizaron otras mocleasas para secuencia NAS, agudo el mano entoasevilzado provar 
ara secuencia potpapios, s deca faqmentacón dela molécda por punta de caracorisicas corecidns y la 
Facontnsón el count mediatesolapamnt de os mentos, Esto método no los resultados esperados co 
NAS, depido su mayo longua y, scr tdo, 1 monos especicind de as Das, por lo quel »e Conga 
secuencar algunos chgodesoronudedtos, 


Firmat de RNA o DÑA problema 


A 


ER 


Segui de os renos por roms socuencicónd cal uno son cxunuceio 


Dedccón de a scucn pobla por ínación 


EPA APA 


La ventaja e eos planteamientos inceses que snvioron de pauta para a corteción de ls actuales mapas 
sico de genoma a par de hagmasos de DNA orgnados por enzimas de restricción Un mapa e esireción para. 
una regón Sterrinada del genoma esta constuido por una reación oruenada de aos que puedan er cortados por 
enzimas de restrecón conetas, ton indicación de le distancias ente els (on pb). A ¿sleenca de los mopos 
genéticos, para su elaboración o act a funcnsldad del gión de DINA (eu carác gnc) la presencia en 
la de mutaciones (salvo que tas atoren precisamente el si de resicción) Por el contro, sl mporan algunas 
eracones qu punde sul el DNA, como Vaniocaciores, delecioss  nsrciense 

La resolució o scela dels mapas de retición depende del separación env os stos de coo, dicho de 
o modo, del cueca con ua la secuencia dana reconoció por la enzima apetece en el genoma (hucuencia de 
reconociniamo del genoma por a angina) Por ejemplo, asuniendo que an un DA de gra longtus ls cuao ases. 
uecden detribuids sestrismante, cuanto más cora sen la sacuanca de ss de rosecó, más probablidad haora 
e encontrara, por pur azar, s ec mayor será la ucianca de reconcemieto 


O aca spa Tama io TP OroO de dera 
srcuonca dana a medodelos— ” enelgecoma 
France Vagmemos humano agiido 

apo En 2890 ul 

so 409070 409 pb 10 
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La tscuenca suso ser feo lo tebramant cedo, debido varas causas. Por un tdo, la strtución de 
"bases en el genoma o as totimante sata, loque conduce a fagmentos de longiud muy vanable (remo ls 
últes pronedo Indcades), Como ejemplo, os fragmentos de DNA humano ganarados por disitas onzas de 
rastacodn valan ente la 200 5% an promedo oblaidos con Au (dana de 4 pl) y ln 2.7 Mb para Not! Gana de 0 
0), Ora causa que feduce el número de ss de cor enel genoma esla pesenca de egjenas cs en sacuencias 
(po, que a estar nomalmenta melladas o son senti a las enzimas de restó 

La constucción de un mapa derosticcón sa plc sel número e aio de resicción ns reducido, Eos 
especilmente mecatao para mapesr moleculas Grandes de DNA. en as que las secuencas especias paa ls 
estimas de testricciónhabaueles 35 hacon muy rumersas. Para estos fragmenta grandes el mapeo 500 se pued 
abortar empleando encmas 'eoracoas ntacumies y decires en campo pusano. En cuauiera delos casos 
ipueiado ds os pels la nrdación Sos Con vrs sonas parten deduce la cin delos sos de 
rosticcn, 0 "anograta del mapa. 

Para tacita la compransión del átado de btención de mapas sicos de rstrición, sa proponen a contruación 
unos ejemplos prácticos. En l primer caso, se emplean dos anzmas (A y B), actuando aleadamento o on foma 
conjunta (oxpermento de dolo esti) En l segundo ejem, las dos anzmas acian de foma sucesiva, En l 
karoro la dgestón enzimática es enc al primar, ero se emplea la Ivrdación para eniquecar la mtomación 
Sonia, 
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17.324 Mapas de cóntigos 


rarcedores presentes en cada uno, qua corstuyen generalmente mapas de restición masas de STSS 0 EST 


Un cromosoma completo, una pu de l 
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Secuenciación del genoma 
y Proyectos Genoma 


184 Introducción 
182, Método químico de secuenciación del DNA aci iii 
1821. Marajo de una reta del DNA. 
1822 Modfcacón delas ases y agmaniacón del DA 
1823, Separar delos mentos y anti 
183. Método enrimático de secuenciación dl DNA... 
1631 int de un DNA complementar e logia varia 
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185. Proyecto Ganoma Humano (POH): Caracterisicas asencile... » 
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181 INTRODUCCIÓN 


Los asueto Iniaes para secuencia ácidos nuccos dieran pacos resultados. Hasta 106 años 70 tai y 
costosa ascuencr ncuso fmgmenos so $ 10 nucecidos Fuera oe mátedos químico de Mañam y Gáben 
(1977 y arasmátco de Sanger (1980) ls que abren camino a ho gran bjeio, Se consquieron meléclas. 
"rayoros do DNA y sa defsaron algunas cuencia conratas como las dla aX 74 (5: k), miocandia humana, 
(185 ho) topo lama (4.5) y rus mal de Epstoi-Bar (170) 

Estos ds mátedos poneros de la secuenciación lanen en común sgunos aspecios, cor la ubicación de 
trogmentos del DNA oegnal escndióo con enzimas de sesrceó, marcaje dl DNA de loma radaciva 0 quico. 
(compuestos fcrescents), el ampuo de métocos siectnioretcos paa separarlos Iagmenos generados, ete. La 
Fruestra de DNA de parida para la secusnciacón procede genaraimarto de cinació clar de ampliación por PCR. 
e laigesón corola con una engena de estreción de un genoma, un cromosoma u otro agent de DNA. Con 
Irecuenci, las munsras se ampllican por PCR para dsponer de sutcana canas Igualmente, os conveniente la 
unticacin para liar ONA conteniarte enla muestra (por 1 DÑA Bacirino) y raivos procedentes dela 
Pucci de oros procesos previos (como cebadores y nucledtdosreans de a POR) Se pueda acudir también 
recuperar del qe ss DNA centeno en una banda de cscrolros 


18.2. MÉTODO QUÍMICO DE SECUENCIACIÓN DEL DNA 


Esto prcmdiminto, uno de os más usados poro acuaiment desplazado por í mátndo enzimático, paa enla 
rta química y en un dono cramal mpicable y secuencas de DNA de menos da 250 nucidtos, Se ones. 
abluaimante como método de Maxam Y Gibert Puede descrurse en te elapos. marca on DÑA, Hari 
mia selciva del DNA y ness ae ls producto. 
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182.3. Separación de los fragmentos y análisis 


Para analizar las 4 mezcas de fragmentos obtenida. so soperan todos alos de acuerdo con su tamato. 
empleando elcttorst El tamaño de cata ragmento matado india dreciamort a posicón un la sacuenca del 
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18.3 MÉTODO ENZIMÁTICO DE SECUENCIACIÓN DEL DNA 


ES método enzimático de Sanger as 1 se de as variante más ulizados atusimente paraa secuenciación a 
an escala del DIA. En dl no o degrada l DNA como en el método quimica, emo que so acude a ntemupción 
Esnriada 61 ste de una hebra complementara duran una epicacón nro Eta sis», clado por vna 
NA polmera,defno el arctr enzimático del método. 

Puesto que la actvids 5-excnuciasa de as OA pommerasas naturals o es convert aqu, sole usar 
varas, ales como el sencmiado “agmento de KGenow" o fragmento grand de la DMA polimerasa | de E col 
(289 187) e tamas aoradasarcilmont de 1 DNVA palmeras de lago T7 (algunas comurcialzadas con nombro 
de "eecuenasa Soquenane") Tartese emplean en ccatones taracrplass imerasa ola DNA palmera y 
[Qolmerasatementata ela aquechactra Thermus aquatcs, conca por su spicacón en PCR, pag 189) Est 
ematvas intentan, además de aviar la actas S-monuasss, Corsegue mayores proceivasd, activas 
enzimática y efac sobr regonas Pomopolmércas y gines con tendencia 3 opta esvucura secundana, Todo 
lo cando aa postaad de secuencia ca vs egmentos más gos y on menor margen e er 

Igusiment, han 13 surgendo dista vorantes del método cia eo tio al o y tugar de marcaje delos 
únucdidos, eepecalmente al parar los fusmeromos como almas los stoposradacivos, Para simpicar y 
puesto quel fundamento no varia se axpons a contuació una de as, que emplea cuatofuorocromos dstios y 
see la posiliaa de automatización. El mátodo puede desenise en es secciones sintesis ezmátic, análisis de 
dsg y soma: Al rl e carnosas qu one epi 0 arras staba 6 


183.1 Sintesis de un DNA complementario de longitud variable 
Daco ue sa emplea una DIVA políerasa para seta tras complomenaras 3 a que se quie sacuencia, 
na pre Corctorisic del malo es 1 pacsidad de un cebador, un conucioido duefado par quese nord 
on el exvemo 3 del región quese quieto secuencia 
La segunda, Y punopal, carsieistca de ente método de ascuencación 6s 6 uso de didesoxinucieótidos, 
análogos estucuale de los desonuciduds que provocan a delencin de la 1esccón de sie de DNA, Por et, 
e tonoon también como tocuenciación didezor o de terminación de cadena, 
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La razón para ulizae ddeccsinucisctdos es que compiten con los dosoxinuciaótidos en a rascción de 
sinteia La DMA polmerasa vlza ol dONTP Como Sustrato, por su oral estucua con el dNTP. y quedo 
incorporado a la habra es Crecimiento Como dENMP, poro pair de la cadena nose puede slongar dido at 
e grupo -OM en que plo que fome entaco lowaéstor con l sienta nucedo. Los saNTPS, er ano. 
etinen la ines 
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183.2. Separación de los fragmentos y análisis 
Se sue un procedimiento compietamanto anego al náls el método quimico 
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18.13 Automatización 


La poskaidd de usar un fuorotomocisinto an ada una e as 4reacionos de sintesis permito automal 

método, e fcrma que se an” simullincamente ls atras marcadas comprnies de as 4 mazda Ademas, 

lectura de la fuorescenca se puedo hacer en coninuo, co o quel electores que ranscumiendo, las moléculas 

de menor tamano, ya decidas. se salen porel oxamo nero del gl, y se sig ronsguendo la separación 

molécuas mayores en al gel de modo que se ampla l número de nues que puedan sacumncar en un slo 
Graco apio 
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A luso ausratwo, delos numerosos fucrocromos dlponits, se indican los usados más comunmente para 
«secuenciación 6 a actuiad idos cono Meroxiuccnmidibmeres, loma sctva que pete 34 non un apo 
mino el nuca 


Fono — reads e Msc — 
coman ome completo Tam) ha (nn) coloreado 
FAM (50 OpcavoMucrscaina 494 518 jo raro 
JOE (SO 6hoabon5-dcloo2.T-dmetoxucrscelne 522 SEO UU 
TARA. (56 Grcarsatotramatracamia 585 60 pp 

ROX_ (50 S)caboXrocamina 50 607 anverso 


18.34 Variantes del método 


Acemás de mediante mólo Tusrado, sl marcaje dela habra de nueva srta e pueds consegui de aras 
ianeras, apicándoso a os components de a ración on la qu se seizan eras hebra: 


E > 


Ena aca Encrcaos —— [Entornos 
(enrano 3 [anremos) Falo ro ala tr 


empleado ( "sao quel Dviots dela mueren comia! de 


Nota 1: mplando cedidos Iacados dute su sie quimico ben or medicación emi de ccdor 
omplc,mulane Jo méiai de maes lrmial (tel mane depa, 

ot acom and o NT mareado cn topo ndscino a. PS) ocn urromo, ue se 
tncaerad e aos uns la hen secimleo. Ns qe dei del mont quin de Sienlcid, 


Se han dosarolado además de estas modicacones, tas que alecan al planeamiento y alcance del método 
quimico y, especialmente, dl onciátc, y qe están endo apícadas an ls cisints propacios genoma bajo ostudo, 
dn e momento actua. Sin embargo, creemos que su descripción exceda las posaidados de ooo Basa clar 
nue alas la secuenciación cala secuenciación MU, a quimiuminicante y la secuenciación en fase osa 


18.4 SECUENCIACIÓN DEL RNA 


La secuenciación del ANA es, e general, más lc que a dl DIVA ene oras caos po u menor eta, 
Ex ponte educa par de la secucia del DIA del que 58 transcrtbe  lambin smitzar un CONA a pardo 
RNA de Inarés y secuencia aquél, Sin ombargo, a veces os pocosano sacuencar directamente l FINA, sobra todo 
cuando sa desen detominar las possiones de nucoósios modiicados,caractrsicos delos IRNAS y FAS: Para 


PROYECTO GENOMA HUMANO (PGH) CARACTERÍSTICAS ESENCIALES 29 


lo, se ha desarciado un procedmiento que emplea distintas Races que coran sn el lado 3 de nuceéidos 
úspeciios, con o que 18 puedo sena una sar de fragmentos que reja as pasiones de cada base. Sguendo 
un plateamiento análogo ada la secuenciación química del DNA se puede entonces deducir a secuencia de RINA. 


+. pMpIpAcNpNen 1 | RN 2 5...PMphipAp + MpNpN... 
Xx 


MET 
Rasa Phy Mo 
Nado 
mc cercas 


ENPNESp + NP 


5 -PNRUPACNPNRN.. 1 $ PNPNRAS + y 
So PENE NENE Y. «PRPNEOp 4 y 
4. PNENPUPNNEN... + PPM + 4 


4 PNRMNPCpMpN 
Xx 


Asimismo, a manos en sra, e posts apical melo de secuenciación adesos a RIAS. Logiament, an 
Jugar dela DNA polímaraa usada paa secuencr sl DNA. se precisa una tansrgtasa Inversa, capaz de emplear el 
ANA ds meres como molde paa amar una hebra de DNA complementno (ag, 100), pariendo de la mama. 
mezcla de aNTPS y de un deNTP Astnto sn cada bo, 


18.5 PROYECTO GENOMA HUMANO (PGH): CARACTERÍSTICAS ESENCIALES 


La consecución dl mapa compi dl genoma humaro s un sueño del silo XIX, qu tomó forma an a segunda 
mia del silo XX co a Iroducción de ls mapas genéticos y ficos, y que se cole on el nc apar de 1990 
ela secuenciación, gracias ala puesta apunto yl automatización del método enzmátc de Sanger. 

Se tata de un anormo osturzo de imestgación, bajo a cación Iical de . Watson, fnancado por Jos 
Instutos acenalas de Sata do EE.UU yl Fundación Wecome Tus el Reno Lido, con un ambizosoobjtvo, a 
ecencicin en 13 ños d os 00 minos de pares de bases del genoma human, nuyendo. por ato, la para 
odiar (3% des ola, oemando unos 100000 genes, Sueque reiontemanie 30 dn cra sun más cortas, 
sra 30008 y 20.00 genes) yl no coca ( 97% restante), Han parado 19 cars pubcos y prvados de 
invostgación de 5 paisas (Alemania, Canada, EE UL, Francia, Japón y Ro Unid; Entra aquéños cabe Gar. por ser 
responses del 85% ela secuenciación, el Centro Sang ¡Camerdge. Reino Unido), la Unvr=ia6 d Wastingien 
(Gan Lus, Miscun, EEUU), el Jomt Genome nsto (Cello. EEUU), e insuto Winisnesa Combndg, 
Massscrueset, EE UU) yn faut de meccna Bayer owen, Tazas. EE UU). El recto cial del pray 
Fans Colina y, en España [que na ha iteveido e ete proyecto), Sanlago Grecia resida el camas paa e POH 
de la UNESCO. E Proyecto ha Sido comparsao, por su Inpoanca, al descutrimento de la Tatin Prol de os 
Etementos Quimcos (Mondelee) y, or su coso y compejad ala fatcacón de la bomba atómica (Proyecio 
Mantas) la Sega del hombre 2 la Luna Proyecto Apolo 

Esparimensiment, sl PG consa dels siguentes grandes etapas: 

1. Sa pare de muestras de DNA humano, de volunianos, extraidos de sangre y mantenidas para conservación a 
reno lguio (10801 

2. ESDNA ss escnde en fragmentos or puntos concretos, mece enomas de restrecón. Est 4 hace an dos 
ases. una para orar Pagmentcs eltwamente Grandes de wnos 190 NO y. 3 parir de £tos ua segunda 
scisón para ar traqmentos més pequenos. 

3. Ssrclonan os tagmentos, median la mesrción 908 uno án un vir [pitaido, BAG, YAC..) ncororación 
2 una colla antena (sorera 0 levadura) En jui de 2000 se habian cionado unos 24.000 Fogments 
Calientes aun SP delicia del genoma 

4. Separación del ONA a parir de cada con y. en su coo, ampliación por POR, para obtener mies de copas. 
iónicos de cada trago 

5. Secucación completa y repetida de cada fragmento de DINA (unas 7 veces en road), por el método de 
Songs. En juño de 2000 4 habi socuenciado tn 87% del genoma, con na prin al 39%, Esla prevatas 
Inalzación para a 2008, 

5. Ordenación dls apmentos secuencias ara astablacer suposición orinal an eroma 

Para todas estas otapas,ospaciamenta para la secuenciación y el ordenamiento de ls ragmento, ha sigo 
necesario un gan ersupuest 450 000 menes de pastas), un gran número de persona (en omo 1000 an Ido 
Fundo) ye desarolo d una gran tecnologia y na levada capacidad 6 asoman e Inormotació 
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18.5 OTROS PROYECTOS DE SECUENCIACIÓN DEL GENOMA HUMANO 


¡Como atomatas al PG púbico, fl, ha surgido en los tos años Una seri de proyectos, en ro modo 
con Un Carbctar marcadamente Comarsal. pero que han conteuido a adelenar la tlencón dela socuenc, del 
joa homano, Obando an gran par ls capas previas de mapeos genético y fico. Estos plaramntos he 
ado luar a aclrado poérmcs ncontiica, ate el intento de apoderrs del haratvo compo de a Molcrologí, a 
¡rado camino nv lo Santo y o industrial, a modo de una batata para hacerse con l domino de a medina y la 
Eciacudopia del uo. El hecho de que incas migunos venigadors esón cando ss propias Empresas, pra 
rgcar sus das antes de que lo agan oros, ha creado una inquieta o la comunidad cents nemaciona y Na 
ado lagar al irvencin de o gobemos Inancidores en apoyo del deceso public y unes atodos ls ato dal 
genoma sr pora ds Investigadores del seco académico  ndustratamacóutco 


¡Como ejemplo represento cabe car a presencia de a empresa pavada Ceera Genomic (Recll, EE UU] 
on contratos mulimilonaños sin precedentes an la Historia de la biología y la aplcacón de un nuevo 


Emplea se puedo resumir an 3 las 

1. Secuenciación shotgun Con escopeta” an pendgonaca”, Est ecologa 6 muy leerte aa empleado 
porel POH, So basa on la oscicón aloe de todo el genoma en pequeños fragmentos (unos 50 $70 ales), 
uo se Conan pora lomos genclecas. Postatomente, se procede 1 scuenciar los dos extremos de ceda 
fragmento (en el mayor numero posbla de nucsótdos permito por las tcricas de secuenciación sponles 
Esis'egent ares, ealzada de forma obolizada (se han roquorido 00 socumncadoros automáticos funcionando 
«la y noche), ha permitido secuncar varas vecas cada Fagwento 3 de meda, lo que supone una proión 
ineñor a a del POH) hasta complatar on sólo 3 años (al do 2000) la sacuenci dal 99% de los Iragmentos 
rocadentes de un gecoma de varón. El anuncio e ts rosados ne Nnzo en un ambito nato especiaci, 

2. Ensambiado de lor fragmentos, Consito en Un Uat meramente nomico, aunque de gran magra 
Ieaminado  ecomptnlToaciamento ls igmenios amerita, modo de puzz gigante, haa lograr sn un 
ol mes el mapa completo Se ha conseguido así, por primera vz an la tra (mayo 6 2000) la secuencia de 
“in genema humano, Sin embargo, eta resultado ha vendo acompañado de turis ricas. por ser menos. 
'rtenado (zungue más rápido) qu el método del PGH, 

3. Anotación [o identificación) Es las nacería paracompletar secuencia de toos ls tragments y tratar de 
localizar la poscn delos genes en e genoma ol! Es precsamente la más compleja (prevista u consecución 
aca el an 2001) al vaz la más imponente, Equal. mn rolas, ala fas prpómea posienor al nómica 
(999 217) 

Estos dos proyactos, el púbico (PGH) y el pvado (Calra), depués ds varios enfrentamientos vetas y ricas 
mutua, pactar Insert un acuerdo, in vencedores vencido, cora dels tos alcanzados pr caca grupo. 
Como Consecuencia se ha elaborado Un torado" común dela secuencia del genoma humano alcanzada bajo 
plarteamentos dstmios. Presentado el 28 e uni de 2000 (fecha ya ista), nivel Inoracional y con Intervención 
de centicos y pollos, e prendo que eso horacio sra de parida para Aus esudos, presunta 
realizados en adelante ya ora count, 

Por oo lado, debe nicase que slunos grupos, incluso arts de conocersa los resultados ds la amgresa 
púbica y picada. han Empanddo proyacos Contados en la secuenciación de los gora, exclusivamente, 
Erescndando de aragones no codicanas del genoma, Como ejemplo sepresenatwo, debo chars la empresa 
Eoman Genome Ste que, desde 192, ha consegudo secuencia asta Junio d 2000) más del 95% elos ganas 
que o expresan La ácico zo se basa na Vanectpcón inver dl MRNA de cats especias. ara obtanar 
Su vopi de <DNA, que legos sometido secuenciación. Su cbjtwo, nrmedo ante o cenico[sacuncir so o 
un es 48) para la mesma) y lo comersl (tcs mecicemenos a parte de dchos genes), esta adquiñendo una 
Vaysctora dominado marcadamerio po l aspecto económico, sn publicar los resultados de car ala olatoracin de 
pat. 

En cusiquer caso, los avances conseguidos hasta anoa han supuesto, sin lugar dudas, une ravolucón de gan 
Impact enla socinónd. Do hecno, la apanin delo magas y a secuenciación dl genoma ss an convenido en al 
antro de aloncón de os mad de comunicación: Per ha de recordasa que la gonómica ro es ela d un cam. 
¿ño el comero de td" Una vez superados eos Objetos, o arar on la fso prota o de deducción e la 
Fincin de cada gen su exesón y la mitacón de las proloas formadas. SÓ0 ase podrán conocer las 
“leracons pots responsaties de muchas potlogas y empezar a cbanerbenaidos del POH tros en campos 
lan dvenos 2070 la nación, dagróste, lesa y prevención de muchas enfermedades, ol conocimiento e la 
¿verd generen (olmortamos de DNA) la elaboración de tratamientos incidusizados, ae 

Queda qualmente pandene un aspecto muy importante del genoma urrano. Debe quedar car que e ringin 
caso must na secuena unica para l gonora e odos or invtiduos de la especie umana, puss os bien conoció 
esca nace muchos años, a mústenca de una marcada dversiónd o polmolana genátco entendidos de una 
mama espec. Esta mpecto, que srá nalzado más adeints lema 26) os Indica ques proyectos genoma, sobre 
1000 en las rogenos de EA no Codicame dabecn se comsideados jo nto nuvo pra, Elo expe que los 
royacior aciuaimante en cu ya atón tratando de abordar ese aspecto con secvancacin comparaiva del DIVA 
e inca epresmnitos e disinias razas Como un pipi de dic erre genomas polmóricos 
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18.7. GENÓMICA COMPARATIVA 


La meprtacón del genoma humano se cil por comparación de su secuencia y sus ganes co los de oros 
«rganismes, Enel momento actual s quen desarmado y se han niado están planasdos mehos cos proyectos 
Genoma, En la ista so incluyan os del lvadura Saccharonycos comusis. el gusano Caenortabatis logan o la 
rosca el vinagre Drsscpa melapogates Ente os mamlros, esca l royscto genoma dl raton, de gan tres 
“picado en ivestgoción y par a swvada homesoga on os genes humanos. El grama de Dosophi meanogaster. 
recentemente secuencado con norvencn (excepconal) de ivestadores espanalos, e uno de los modos más 
lñlzados para asudar al conv! gotico dl desarolo de ganemos Complos, asi como para 4 esudio de 
Vasiomos ue afectan humanos. Un 51% delos genes de Druscptta ss an iculdo a etermedades humanos. 
tales omo st cárcor, el Pak, el Armar y a Sabes. Igualmente, es inponante el gerona de gras esperes 
como models para el estuco de trstomos gendtcas y sore los Mámacos a empiear De ahi que los primeros 
¡genomas estudados tera os ds minorgaismos patógenos causantes de enformecados humanas 
Muchos mas genes elo que se pensaba se encuentran en dversas especos ames. Con l lempo su estu, 
+ genómica Compersiya. permira aeanaar en el consciente de rocosos belgios basicos: ds collar 
ferias, aterencación semis. desaclo ds cuerpo y Úrganos. meabolemo 0 envejecimiento, aprendio 
suscepisidad  Hámacos, evolución le, Además. se aporara infomación sota el mecano de la avoucn, en 
e seo, merece destatrso el dscutrimiento del que podria er el'gonora minimo" necesario para mantanar 
vita deforma aulónoma (30 dl oa de 470 gens del acia Ayeopasno ena) 


“Genomas que se han 


scuenciado (mayo 2000) (ordenados portananol 
Te estado Tamaro der 


anima Caracas “atenas” genoma 40) 
Vis ds rotar nasa] a 0007 
WA mecano spin econ 7 001 
Cromosoma 1 de Lecomani naar proc 02 
hos ponla prscarai «o as 
Acopio preumoris brcara mo 0 
Cromosoma 2 lau cpm rca 10 
Caras tactormts creara 105 
Frets pronazoo rca " 
"repone pal rca 1 
rela tuparten Prcaraa 213 
gates ote peana 1508 18 
totarccccas juas crecida 1882186 
Hnicobactr pen pecar 1300 187 
Fiaoactntm pam pecar 17 
Memancóactuñam armostoLophicm rancia 18851 
Tremotoga merma cara sa 
Poonogs mueres cara 100.018 
Pyacocis toma crcaraa 2 
Ariane fia opectacieta am 2 
yrbacatm seropl seca 22 
Danococzs adoran pecar 3 
Senasa Frec 3100 sr 
Contra acetbuticor secc a 
cs sb roca amo 42 
Exatencia ol frocaeta sm sr 
Sacchorycs cores uni E] 
Vneaya dela comsza yd pan) 
Erazo e cromproma 21, ano segir cuca 2 ms 
braza qdelconosona 27, Hono spin carta mos 


(1 cramozcma humano 
cunado, 1908) 


Casnorrattistsgans cuca 100 100 
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Seciencado 19) 
imelarogatar eucarta veo 00 
"oca da anda del viagra) (el mayor genoma. isncuencados 
een] 1 ron 


croata) 
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19.1 INTRODUCCIÓN: CONCEPTOS GENERALES 
19.14. Transcripción y transcripción inversa 


La bnscrgeión es el pruceso encargado dela sinees de una mosca de RNA a part de a intormacón 
genética corienda enla región enáicaíe e un DNA. Es dsc de dr logar 5 una topia de ANA [con sec no 
íéntca, sino complementana y antparat) apar de una secamrcas trote em una e ls tras del DNA. Este 
rocosa consituye el segundo paso el saquema cáico de tranencsón d la miormacón ganas (69 Y) 
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Se rta de un proceso enzimbuco calzado en todos los organismos por uns sezima RNA polmeraso. 
¡polmerasa de RNA Sependunt de DIA. o ransegasa, pág 17) Como excepción. muchos veus con RNA como 
material gendio (por ejenedo. los rsrows) uulzan ss prepo RNA como molde para la ines de un DNA 
Fomplementano (DNA) meant una polimerasa de DMA Separciene de FINA (ranscrpiasa inversa, págs. 147 y 
108), Por esta razón el esquema genera del A de iniormación gendtca se Considera actuaimente que es 
bdrmccional an su pemara par (30 2) La pesenci dl OH 2 en arta, que aca sl RIVA mis reacio (35). 
puede exc que el papel de RINA tomo mater gandeco(putabl en eos ls organos al nio de la avolacón) 
e haya desplazado al OMA, una molecul más estao 


19.12. Concepto de gen 


194.21. Definición clásica, no molecular 

En tómwnos panttcos clásicos, el gan se deta como la unidad elemental dela herenca. la egin fica y 
lancional qu coil una caracinsta heredar conruta la portador de la mormación genética de una generación 
la mr, la que gobier, en deta, la caracteristicas de un ago paria, 


19.122 Definición molecular 
Entéeminos moleculares, pueda dstnguia ar visón vega y lconcegto actual 
En una lso pava la defcón 6 pen na aso en plrteamieros muy sos, relacionados con ls avances 
progucdos can el emgo 
dis un pena enzima asada mn par de gen como responsa dela site e enzimas 
ormeras meten con acaes clics es las cells 
y 
Fea un genia proto Brad ana oi opel ds que 5 as enga sen planas 
o saab que anos miedos no proa, como rozas, amis tenen unciones catala) 
E 
Fon vn ganan polpápids Escaner q mus pte esto eras por varo 
Polotpao cada uno cobtcado por un en deere 
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Cama consecuancia la defmicón básica, consderada normalmente como válida y acectada, es 
Un gen es aquella región dl genoma que contiene la información necesaria para sintatizar una molécula 

e polpápao. 
dar entrada ados nuevas carsteritcas 
tructura de feginos codiicanies y no 


Codicadora y oa rogundora de la exprenn, presencia ela 1epón 
oca. 


pen 


EAT 
DNA sol bra coin) 


cancion 
== d 


a 2 RNA mado y 


_— a 


No pelitos 


La región estrctura dema a expre el dl gn Corera dos yu de socie en unción ep 
capacidad de speno InUonas, oponga no cores pesas en meno dele (9 76) Y exonas. qua 
indian ara secan indicas ro ls o ondas ds aviso ex dl sE one de ssare 
vor dela opor etc e asc para dr ua un ANA Hamad preciso  anserta piano Es 
gar pco ai. pstts a Uan ora rs muii anmts de EA fra 2) Ln 
mayo pato ds Vasos lamodos en pocos Y etroma au Gto puso, arado madrión 
Fouvamcripcionl nerds esepro os MIA poza que e ica Creimete en 5 ama Ancanar 
simo pued es pco a punden snpes y lo osos se unn rana color el Amado O 
tacna (9. 280) 

a egón reguladora, sn nión coda ad suda nomelneri coment amo (6 sc, ca 5. 
pag 20) ada ropr ssrcual Cante Gtia regiones promotoras encargadas  iracóanas an loa 
faros de toncrocion pocos para epa posta 0 segaianon loo ola arcón pp 250) 

Lo mootaro para nico mo ego e a omacón y said DMA de 60 hos psico 
génos F  proivas coat Para a omata delos rimers 30 ie l ante y o a 
Fizaciópuasanscnsonal 500 uno des ios de NA el anejo se como punto ari putear 
Sl segundo pedi gano, fiv uncinal Elo ha oido, boss % la tarscrpén y madsación 
Postnasrcal a reducción y sens del polio y, el moyora de ln Cs, plegaria polo. 
Pecezaro pra at lag de cnn y pta el add e fan 

Core consecuen, acti mese, acta so a ego: un gen sel conjunto de secuencias 
DNA de todo o, estructurales (mones y exones) Y reguladoras, necesns para Codiicar un producto. 
¡ica so xt un RNA mado e unique po un prota funcional 

Obsérvese ue antas efícone molculrs asin asadas en pte un gn pla, puedo 
soc ondas mr nn sera Poca 

[ Ge un O PR PERA ] 

3 
[ Figs un ganan produc nic union ] 
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19.123. Situaciones particulares 

Angers genes poseen caactrscas que requirn forzar ls dficnas esabacidas, en ssos caso, se ete 
cual la inepreacón más funciona del concepto modo de gan. más que alo dejate de la defcón. Se 
inacan gunos ejemplos 

+ Dos genes puecan sr solpants, o dect, compartr una mima región DVA (pá, 240) ie por cada uno 
st codificado an ra hara deta (y, vo ato, sus secuuncia son completamente lrents, 944) 0 en 
Incaso en misma hebra o cual o mplca qu ls proteinas coafcadas compartan secuencia aminoncidcn 
eto aa esetenca de ves marcos de lectura, pg 288) 

+ Algunos gen dan lugar a vañosproducos (pág 278) Un ejemplo eel gen delo RAS, que se tanto en 
UnA preciso que por maduracon ae tagment dando vario NAS Aincenins (pg, 283) Ot caso está on 
+ DNA miocondnal, cuyos 3 tonsctos primas maduran para dor cada uno vetos RNAS (bg 204) 
Falmonte, mueños gonosprocanótcos se raneriten a un RINA Uno que sn embargo da lugar po traducción 
“venas priva (MINAS polsstrónios pág 301) 

+ Enctos casos, uns mama secuencia de DA puede dar lugar aloalvamante dos productos gens avs 
¿e varantes e su expresión génica. pOr ejemplo, por un ¿leerte procesamiento. postransergiona o 
posrduccional lemas 2324) 

+ Igualmente en numerosas Lasos la prtsna st ommad por veis subunidades; en ets caso, no ntat em gen 
paraa proteina no para cada uno de e05 polpáptaos (or ejempi, no sa habla de en de hemogiona, ino 
elos genos e au-globinay la -gobina, 

+ En casos exceptonales, COMO 38 Inmunoicbuónas, un gen Único su organizaciones intormas en 5u 
scuoncia antes de ser trans, e loma queda luar declamente a una varadad de potpépidos(s isintos 
iconos com especias para antiguos dorso 


191.24 Nomenclatura 

Los genes 1e nombran generalmente con estres miniscutas y en cua (por ejemplo, gen as), La praia. 
colada por roce a voces l mismo nombre pero comenzando con una letra mayuscula, Y sn Cursa prole 
Fis) En cossionos se emplean las sra nn mayuzcul (or ejemplo, gon APC) 


192 ENZIMOLOGÍA DE LA TRANSCRIPCIÓN: MECANISMO DE LA REACCIÓN RNA 
POLIMERASA 


¡Como ya se ha inicado, odos los ornantemos,prcarias y eucarias,stutizan sl ANA de acuerdo con una 
raacción cotalzada por la ANA polimerasa 

Previamente, por su siamicado Nislorico on relación con la ainia de RNA, debe Clare la nina. 
inucastido ostoriasatacierana doscrta por Mariano Grunborz Manago y Severo Ochoa on 1955, y lamada, 
por su alega oia toria hepática) Esta enzima roquero un bado Y Ma", poro ln utizar un OA 


omejanto a NA natural (un plemtonuciido) 


ALE), ADP + 0, DP 0, COP LD? BE pol 
La neorperció deca nuciotido depende desu concentración rav rspecto aos tros os) nl mescia 
do maccón Además, la posición de aqua de la escción fevoracs más la 'osfraisis que la polímerización No e. 
conoce que las celos tion esta enzima. secre que puede servi más bien como mecanismo de degradación que 
dente de RIA 
ES mecanismo de la reacción silógic, catolzada por la ranscrítasa, es ttsicamenteIdémico al dela DNA 
potmaraes (pag 145) Larmacción globales a sguento 


CO memtmtnor, 


a AG Co gut A a ay 90590201, 


FL dercenso de energia are de a rccón, ara cada nucitidoañacid, 0636” =-21hcalmat=-9 mol Es 
dect, es Mgeramente exerónics y esponténss, Al Igual que an la DMA polimerasa la reacción está assida 
Fermedinámicamente por la ruptura del ala fostoanmdrido del NTP yla Micra del PP. or laprotortsasa, Se 
angura as) que la reacción transcurra eversemente en a drección de inte 

La adción de mucielidos a la hotra do RNA Nueva y los caracteristicas de la e 
úcomparallcamenta sonas dea rokcación 


ccón e esponen 
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a imei comienza por xtemo 30M dal 


sbador Lo ensma ascciada al DNA molde nace 
[ue este 30H ro ataque nuceciiicament 
Pel primer eN. ya aprendo, Se loma.l1% 
ani fosodétes e rompa el fofoadrido 1-0 
y se itera PP, Su Nati avrecs 1 reacio de 
nio 


Es rteraiva (congacón) Se rep a adn de 
(Sip: pr ataques nuceoflcos del 3:04 del DNA 
nuevo sobre al4-P.5 decada NTP apareado, 
Es sintesis esa dreccón 3 dela nueva 
[cadona de DNA. os dect. en dirección 35 del 


Ta siniei comienza poralT-OM 
pareado, La ensima asocia al DNA moto hace 
[que este 30 ataque nutechcament aa? 0 
[2 NP. ya apando, Se loma el olaco 

«se rompa el lotoamididoa-p y so 
lea PP, ya iris fevorsce a roncción de 
sine 


lem. El procoso as rep La adiin de NRP 05 
[por taques nuiafcos del 3-OH del NA neo 
obre ela-P.on 5 de cada NP apareado, 
Igualment, la sinesis es e dwccón 53: del 
NA naciente, e dei, en ieccdn 3-35 del DNA 


mode 


[DNA moi, 


19241 Terminología 
Pata una dencpión dicta de a transcripción es aconsejati azar on horizontal el DNA de ote habra que 
e a a anses considera la hara super ostramo 5-P ala equierda) como habra no-mold y alain, 
Antara (extremo 5-P ala derecha). como hebra mode, Voviendo ósta, pasa sor a supero anu apareamiento 
Sana UA Enteizado. que se sia, sriparalamento (oxvomo 5.PPL ala squerda y 30H la detecta) data de 
a atra molde, La sintea del RINA. que e moron menudo con nos (ni) y echa (sento), ocure en sentido 
53" AA paciente Esto equino 1 dnc que la atra malo de DNA e ranscrbo (se lose rección 3-5 


A tem 
mo 


A Tui mal Te pomo 
co come” oie 
isc om endo 


La secuencia del NA nuevo e, po lanto, bra 1 de a Petr de DNA nomolde savo por la prosenca de 
Uenlugarde Y Por ado, ata hebra so lama codiiante o informativa (coresponde a secuencia de bases el RIA 
y orinara, por ruca secuencia de emiadcdos dela prlsna), Tamibón se conce como habra no trnscrita 
hata (con) sentido y hebra positiva (+). La socuenc de esta hebra os la que normsimenta so documenta al dar la 
cuenca da Un gon. En consonancia con la amenos, la hbra de DNA molde Se llama hebra. nocodificanta 
o intormativatranscrta, mtisentido 0 negativa) 
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19.3 TRANSCRIPCIÓN EN EUCARIOTAS: DIFERENCIAS CON PROCARIOTAS 


19.3. Relación con la condensación del DNA. 

igual que an a relación sucaróia (p4g, 151), un problema especialmente smportante os el vel de 
ú«condensatión de DNA l nio de pracaso de transcripción. En ls cromosomas maalascos, dende la condensación 
6% músima, eta totalmente mpecida la ranscrpcin, Ésta tene lugar Sue la eras, puws noo cua otr ln 
onlomación de oras de 10 nm, de minima condensación (pg. 85) y por tato, mayor accosildad alas RNA. 
Folmerasasy oras proteinas recasars paa l proceso. La mayor descondensación runca se de Smulánsamante 
odo o ago del cromosoma 1 que explica a conalacón observada asparmantalment ote actas trascripción y 
posición als raganes descondensadas (Suciomatna, pág. 87) 


19.32. Sólo se transcribe una pequeña parte del genoma 

Como ya se ii, una gran mayoria del DNA genómica de eucariotas nunca ss anscrto (DNA no coicate, 
on buana paro repevo,púg_ 108) Asociadas a sto carácter no luncional o simplomentenotranscbilo (pg, 107) 
“parecen coplas defectuosas de genes (psaudogenas y fragmentos de genes, pág, 112) estucturas cromosómicas que 
10 a anscrten, te Solo se tanscrto e 36% restante, conaspondént aos exonos de ls ropnes esucurale de 
los ones, sean de secuencia Unica /epeia, y sus inenes (aunque stos, etrctament, son DNA no codifcante 
Además. ento del DNA que se puede transit, llos serentestransron isis egonos de DNA, según sus 
econzóades y gacan complejo proceso que constuyo sl ont dela esprsin gnica ima 20) 

En ete cont parco adecuado nistron que no s vai actualmente a definición de gen como “secuencas 
de DIA que sntrnsc" porque ascuye la tgion dl genoma que conil ranscrglón(ag 24) 


19.33. El proceso es mucho más complejo que en procariotas 

En procariotas, la molécula de MRNA resuranto dela transcripción (ranscrto primario) os ya funcional, no 
prisa sui el proceso de maduración potranscrcional y so utza inmediatamente como molde para la raduccón, 
en el mismo compariment suscollas[pueto que o hay membrana clar) Eisa por ao una asocación fompoal 
ospacol ima entre Vanscrpcin y Vaduccón, de hecho, un MANA puede ampeza a raducrss arias ds haberse 
Completado s sist por tancrpcón. Po corno, la mayoría de os IRNAS y RNA dacen sul maduración 
analog aa de caras 

En eucariotas, branscrto primario, o RNA rosulante de a ranacrgcón, experimenta a nó maduración 
ú“precasaminto postranscrisinal Los FINAS maduros se transportan Luego al sol ara paricar en aducción 
Existe, portant, una separación espacial y tempora nto trarsrpción y taducción, que supone una regulación más 
“omelja dea expresión génica, conrtuyando aa iqoza a vedad) funció propi elas llas ucarcas Eto 
onto se eva cate en gran medida por regulación de la cidad de a RNApOtl El hecho de que asta enzima no 
e una especicamento por al mama a los promotores sucardcs es otro signo de la compejdad respecio 2 


19.34. Existen varias RNA polimerasas diferentes 

En procanotas y orgánulos subcsluares (mocondrs y clropianos de cucarotas) se uliza una sola RNA. 
olmaraen para stc ros los de RINA cotas (MARINA NA y NA) 

En sino do eucariotas existo tros RINA polmerasas eses Ly MI), que sintetizan caca una dstmos 
pos de RNA Sun caractorntcasderecils los onteren un mayor grado de especistzacón an cuanto 2 su labor de 
Int de RNA. Además, emplean sins factores de transcripción que se unen a romuloresstuados 6n distinta. 
posición (loma20) 
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NA polmerasas sucanateas 
Transcrio primario Producto — Localzación — Áciidad — Eleciodola 
queminteica > génicofinal ansimática tamano. 
RADO PETRA grande RNA de2ES, Nucia BOTON gua 
18Sy58S 
RADO IARNASIPTEMANAS) — mis Mocieopsma ZAS Fene 
y mayoria de st sonic 
RAporai prota NAS Modeapiaama TOR Dmocón 
DIRA pequeño — [RNAdESS 
(y vais RA pequeños 
FApol TRAS TRA y NAS — Mocondras y Tirguno 


Amtocondraleso corepásicos__complats 
TITO TUERTO E Totza en la activa Grectamente 9 como pro FS que cesan mado 


193.41. Especificidad respecto al tipo de gen transcrito y RNA formado 


Cada RNApol anses un Upo de gen y da lugar a vansertos primaros que orginarán por maduración 
pontranacrpcinal dimos os de RIA madar, Por aora se Comenta sola prever de enion aspectos 

«+ La RMApoH tramcrbo el gen del pRINA “grande” (455), procuro único de 3 de Jon pos de RNA 

«componentes delrbosoma colasmátco (págs. 70 y 80) 

La NAS trans lodos os ganes de pracinas.szando los RIAS nuceares heterogéneos (MIRNA). 
ue son lr precursores de las MRNAS (por ell, l RNA esta consti por moléculas de tamaños muy 
Vanados, dee que proce su name) La misma RNA pal transcrito tambén l mayoria de genes de los FINAS 
cisnes de larraño pequeño (SIRINA) Puesto que RNADOII Vanacibo 14 an Mayura de Genes. ls que 
Codlian proteinas. sta onza so consorareresentata o as polmorasas aucariccas 
a ApOt:l por su parto, Irnscrbo los genes e odos ls IANAS, srltizando sus pro- Vs respocivos, oí 
amo el an del pre-RNA asueto". que matara para dar lugar cuarto 10 de “ANA (5S) y los de alos 
As pequeños 


193.42. Localización y cantidad 
De acugrdo con su espociicdad las RINApOl ss localizan an ul mclooplasma (RADO y 1) 0 e el nuceoto 
(RApoki) Éste as una tenlón densa del nuca, de inción más niensa, ca an RNA y ftsinas, no rodeada por 
Amemtxana guna nl observable durant a mios, Surge del prop ranseripcón de os genes de RINA, proceso muy 
cio para proporcional leva cantas de nvosomas que necesta lala 
La cantidad de tada to de RNApol meda coma facción dela actividad aozmáñc ota) eta La demanda de 
sus productos gónicosrespecios. e máxima para RINApOL.Iniemedia a de RNApORI y cas esca en RIApOtAI 


19.343. Susceptibilidad a inhibidores 

Esla ileracia más sgifcava, l permi ls dstión espermenta delas 3 poleras nuciemes por su 
respuesta  latsamaniina(onina e Amanita praloidos) un ctapágtó ici con anos amiroacidosinrcuantes 
(939.258) En coluls animales oto compuesto o aleta a la RNApOLA_ ne fuenemente (a ja concentración, 
10) aa RIAL y diblmento a la RNApobI (a mayor concentración, ente 10 y 10* M. aunque de foma. 
Varistle segun espec), 

En cuaolo a a RIA Ol mocondral, no seva aeciaca por la amara, pero sí por la tampicna, que no. 
aleta als polmarasas nucleares En la sespuesa artos Inbidres la polmerasa miscenaral e compora gua! 
eta NADO! de clas pocasóics[cutrdes el pobablo origen ndosmbigco de as miccondhas, pag 8) 


19.3.5. Las RNA polimerasas están formadas por un gran número de subunidades 

Tia os una caratoritca coman, aunque on ceras ieancis ent procarctas y eucariotas. 

La RNApol de procariotas (E col), la mejor estuciad, sá formada por 4 (posblemonte 5) popégos, 
socios en a Mamada enzima minima “ruca Para nic la tanscrpot, la enana minima seque a rin e 
“ro pOIpOpto incapendienta la subunidad actor, que patcipareconacknds las secuencs promotora on 4 
DNA. sio de incl del ansergrón. Una vez nica la transcrpción, a subunidad a se vuelvo dancar de a 
enzima minima, que contids longendo el RNA. 


¿us RNA roca 


ESA creci ais Y 

opos reli | tos. 

e SL 00 lts a sl 
Pcia "nea DAA mae 

A0 111 kDa) = (posible, no confirmado). Soo 


SCTONDA)  = especificidad pr secuencias de inicio: 
Foconaos al promogr 6 iia La cs 


Las RMApOl e sucarotas son mucho más complejas. Aparecen como grandes agregados de masa cercana a 
500KDa. fomados porentra 10y 14 subunidades La sutuidad mayor del RNApOLAl contiene un domino Cerminal 
(lamado CTD, de C-terminal domain) con millo ropeionos (50 en mameros) dela secuencia Tyr-Ser Pro. 
Sorro-Ti, Este dominio puede ser osorido en Ser y Th, soquiendo una eleva carga negar, lo cua 6, 
relacionado con sy función na Tansción antro as ass de ciación y lomgacón (4 254 


EUCAOrAS PROCARIOTAS 
clanes cor Bilrg Bc. A 


pola 


RNA polimerasa 
tsparacin 
escaneo de 
eses on 
"amado dela 
nolcata 


ns (HE) 
«tectmloena cn gl 130 
de paliacarmda en 
presencia de DS, de 
des bunidados de las y 


19.4 ETAPAS EN EL PROCESO DE TRANSCRIPCIÓN 


Para que tenga lugar la tarripcón us necesaria la presencia en la het molde de a amada unidad de 
iranscrición, que Incluye a secuena el DA que se ha de tner más las dos secuencias consenso que la 
anque lamadas promotor y terminador], ES props la definición de unidad ds ranscrgcin como egin el 
NA que se extenda entre l promotor y llomminador. Es igualmente Inoreco considerar l promoor como la 
"región el DNA que sa transcribe reserva lerano oporón para l unida de transcripción en procarcas. 


¡nidad de vamseipión 
p | 
. nn ———— 


AL igual que la replicación, la transcripción on oucaotas trarscure en la tos ases clásicas de Iniciación, 
ongacón y leminacón. con notables dferncis tespecto 2 procariotas en cuanto al reconocimiento de las 
Secuencias promotora y tomador 
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1941. Iniciación 


Es. con mucho, la tapa más compa de a tramesgaión (y. par e, na que tene lugar a mayor pare de a 
regulación tema 20) Requiere la saparacín deis peras del OMA en un pequeño tramo cercano 2 la secuencia 
promotora. para permi que la RNA polimerasa sete un fragmento coro e FINA (de unos 1 nucledidos) por 
Fpareamento co la hebra molde La rogón de DNA que sute este desenclamento paria se lama burbuja de 
anscripción: ésta se fama en el mcio y posterrment, duarte la songación, se despiaa a largo del DNA Junto 
on la ANApO! Para la ncacon también se rquire 1 unión l DNA 39 protsnas amadas latores de incio de la 
Fansergcón o, cominmert, factores de tranacrpción (TF). Teto ¿stos como los promotores se estudiarán en 
tado más adelante (lema 25) 

En procariotas y an as mitocondrias es ecuen que un mesmo promotor ne a coransenpción de varios 
ener contiguos Por cotar, en el gana nucias de eucariotas, parts e ada promotor sólo a anserbo un 
Gen Dinos gene, a espacal en función e la RNAJOL utzan stos 1pos de secuencas proetors, 3 1s que. 
Ss unen stnis aciors de anscrpción. E proceso de nicacón que ss dsscrbe cono pco de sucaicis liza 
promotora que tenen ln secuencia TATA, pero pol or flamados por eto de go TATA: In), cuya cracirstcas 58 
Eescrten postaramerta (50g 268), La secuencia TATA es tecorccda por la RNA Indreciament, prova. 
Intracoda ton los TF Es Igoranto resaltar que late an precarias come en eucarcia, la ciación fequere la 
presencia dela RAGE! completa holoenzima (os dec. RNAGO bacteriana con subunidad 0, DA 252, y RAJA 
FLCANCAS con das sus subunades y cos aos e vanscagcón) 

La mación puede subire mn rs subetages. que sólo se descritas pa ls genes tantos porn 
NApaL-1(gonas de clase 1) Los gens de case 1y Ne varscrca pos mecanismos smares, salvo por a ori 
y pecalarcdacos de sus RNADOL promotores y TFx 


19.414 Formación del complejo de iniciación 


Esto cometa plurmotacular es imprescindiie para que la RNADOI pueda actuar Supone la uncn e varo 
TFs alas raginos promotoras el DIA y la Incorporación dela enzima. que paca en a fama con omnia CTO no 
ostorago(p4g 282) Se han propuaao ds modelos ara a tomación de ste comese con l mao resultado, sur 
¿elalos sa dosrtan postercemante, una vez studio os promote y os TFa (299 207) 


+ El moselo el oomnzima, en ul que la RAJA sa uno previamente aos TFS y luego el Couto e uno al 


promo 
+ El modolo ocalenado, e el quelo TFs se van ascciando a región prometo uno a continuación del vo y an 
un clero cdo, Es dl modulo actuante más cegado. 


1944.12. Desnaturalización del promotor 

El compl de nación produc enla repón de ce de ransergcón el deservotamerto y separacn de as 
dos habras dl OVA (Gasnalalzacón local), asocia para la exposción delas bases aa RIApOl Esta zona de 
obras separas, burbuja de 1anscrpción o complejo abiertos el lugar donde va 4 tner lugar la news ela 
cadena de RINA, Esta apa fogueo, qual que a co de la repicacón (p0g. 151) wa ctveld DVA-haicasa, 
prosanto ahora o don dels tcs de brancrpción, FF y TFID, con un gusto asgéts nos el ATP) OVO. 
Fac TFN staba l reg desnatuatzada del promotor (ace! es cano mess sell jr pola RA 
laropicación, pág 181) 


e a a RNA mor lao de mi el rg. 
ASA A 


2 — ers ac de in (11 


iS: mm. 


19.41.3. Formación de los primeros enlaces fosfodiéster 

E entce tostocistr cial sa foma air dos rbonuridto, a part de sus MP en forma ler, Uno de elos, 
enoralmerte con bas purinca (concretamente ATP), se area cone uciduoo +1 enla habra mol de DNA. El 
ro sn arcuentauatmentoscarado con lucido +2 ds la mama hebra 


O 
1EcioidoLATP)—— Ribmacioido- XA dedos 
coma cr NT in 
cotas cele Ps zm, 
ras REA 
E a eta e ae 
pi 


Esto prime mnce conesponde, por tato, l extremo 3-P del RA naciente, La sesccón so repúa sobre l 
mo 3 dol dnucidtdo resultare, y a! sucesiva asta tomar un cigombonucitdo de una 10 nen, que 
ormaneco temporalmente unid a a habra mide de DMA como nudo RA.DIVA. En eno momento RIVAJOLl 
Separa delos TP Unidos 4 ox promotores Aeracin del promoto] y comvenza desplazar por DNA (on anto 
358 de la hebra meido), Este momento so considara sl final ds a sta de Iniación y el comenzo de la de 
elongación 


194.14. Liberación del promotor: transición de iniciación a elongación 


En procariotas, sta ronsición 30 dsencadna por la dsociación de ha subunidad dela holoenzima RIADA! 
quedando aquél ponte para u neacción con una nueva RINA OÍ núcio ca a rencrpción en un nuevo 
romeo El reto de la polmérma (RNAGO "ci desprovista de la subunidad 0) continúa actuando on la 


=p Br 
ZOAZE 2) 


En eucariotas, la tamicón entre as fases de nicación y elongación vane marcada po a ostortación del 
dominio CTO dela RNASoLl (enla asa de mación partcpó la foma no lsfriada) Esta ontorlació la eva cabo 
lc de vanscrpcón TEN 


19.42. Elongación o alargamiento del RNA 
La RINA polimerasa continúa alegando la cadara de RNA mantra avanza por ONA, desplazando junto con 
al brtaja e vanscrpcón. El compl de alngación ya et sa tarmnado por e DNA aser, a RNAGA y el ANA 
hacinto, Ouran sto avance contro ocre lo suert 
+ Po delante de a pomerasa se separan a dos peras de DNA por nugura dels puentes e urópeno (avance 
dela burla La tensión cresta porel seco de supererotamento debe er compensada por toplsomerasas 
(pag 66181) 
+ La polimerasa alarga l RNA araciendo nuciesídos sí exemo Y del RNA naciente, El úlmo Iamo permaneco 
erro dea but, agaraco ranstoriamnte como ido RNA.ONA 
+ Pordetrs dela polimerasa ta cadena de FINA puevo ss ya separando dela otra mole de DIA, salendo de la 
Burj y quedando como RNA de atea penca. En el DIA ss vuaiven 2 aparcados Petras y se produce al 
ra-enelamients o retrado de la db he, de nuevo sexto por toposomerasas. 
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ci cn CS nin llas eat cin de ect de 


zo-o>ozorm 


Para quel longación sea efuente s require, además a ayuda de ls lamacs factores de transcripción 
¡generales del elongación PTE) Se desconoco su mecantamo exo de actuación, Son potinas que se agrupan 
in varo tpos:PTEFD y Sl evtan a leminación prematura del elongación, menrs que FUF, SIN ( eranguina) y 
ELL aumentan a vlscóns del clonación al supina pausas tantos 


1943 Terminación 


El complojo de Ianscrpción responda a señales ospeciicas para Enaizar el proceso, separándose cl RINA 
armado 


FOIDOIDIVIVIW  aranens 


ara 


zo-o»z-20m] 


19.431. Terminación en procariotas 

Es importante desctr los dos mecan:mos stos de temiacin dela Lanserpción, ben torcidos en 
procariotas. yq han sendo de sapos para comprendar los mecanismos más complejos en sucanotas. 

El prmoro, denominado terminación independiente de p, <o caratorza por la presencia on cl RNA en 
omación, en una posición cercana 3 su astemo 3. 8 un "punto de teminacón” dedo por una secuenca 
palnarómica tosca RNA, Obviamente, esa secuenca se debe auna tenlon palndtorica on 1 DNA de tio 
otra stuado on oso momento enla urija de anscrpción Como consecuencia, lA loma una horguil que 
poralguna razón, claramente des, hace que ónto se sopar dl DNA mois y 5 nterumpa la sniss del RNA. 

El macanievo denominado terminación dependiente dep e basa na presencia an ol ANA de ata cuenca 
úospociica, ca en y pobra en G, de 50-90 de lngie, Cuando asta secuencia asta sad eno RNA ya formado y 
fuera de la but. aeraciona con una prolsna amada $ (o) horamérca (275 ADA on total, con acividades 
DNAIRNA nelcesa y ATPasa dependiente 06 RNA. Al pareces, una vez unit y empieza desplazarse ctra el RINA. 
an senado. hasta slanzar el compljo de elongación, En sae costo, provee la desratización del bdo, 
"verano et RNA e intermplendo a aracpcón 


TRANSCRIPCIÓN: 


"Terminación independiente de p(10) 


Actis como secuencia de emiación $ pu =d 
na región palindrómica en LANA = 

que foma aa hora) sida de 

td dead AS E ara » 


Ao) 


Terminación 
dpendiste de (10) 
La protina pe une, 
secuencias epocas del RNA, 
favoreciendo su separación del DÑA ueno 
y. en consceencia, el finde ET 
"rascripcón pi: 


paca NAO 
pee 


19. 


2 Terminación en eucariotas 


A alcanzar determinadas secuencias del DNA eucaridico, sn poco caracterizadas, se produos la teminacón, 
como consecuen det combinación de dos (core o mecansiros la detención o pausa dela RNA polimerasa yla 
escstblizacin del hlnido RINAJDNA, El resultado Mal es a separación de los componentes del compl de 
lransenpeón y. en el caso de la RAI, au destosoacón para uo pueda ensamblar sun nuvo complejo de 
inciocióny comenzar oo cc de transerpción 

La inMuencia de tos dos mecanamos mencionados os alerete para cade una de las 1os polmerasas 
ucmótcas. A dlerenia de procarcis, parece se un hacho común la ausencia de regonaspalnatémicas dl RIVA 
un partzpen en la eminacón dela ranscrpción Las cavacteristcas para cada RINApOl son 


Termmació de EMS al en escrit y 
ccamsmo spa trim lncc e procariotas 
Una “pen de ars”. “pesen eminado” e an 
+ Lave dea la plímeraa, la psnca de una rei 
Dan Tena hc o mas cia le apa JELENA. 


oblea 
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oO peras EN 
O dE e 
e 
die 
da 
A 
A Id e 


EAU 


Tertción de Eb e 


"La ANA ol se eine en ecrncian pics de DÑA tro 
se han enema penas trmninadoc 

+ Laser eenda polimerasa la pesrca de un sgió 
on Tena hdr pomos clas la epa GINA. 

+ No eps palm ls s 


Finsimente, s independentemante de esos Mecanismos, es mporiate alar que a oxramo 3 del RINA. 
lunconal no comesconda al punto donde Imma la tnscrgcón, debido 3. que durame Ta. maduracón 
postanscrocienal se cona la molécula de ANA recián tanscra (pág 279) Por esta razón es menos mporame 
Ersclsr a teminacin en aucarota que en precarias. y lanwin se espica la dicas del estuco las cuencas 
Fimacanismos de minación muardtcs (pues es ii laos ranscrtos pimaros de cora vida) 


19.5 TRANSCRIPCIÓN DEL GENOMA MITOCONDRIAL 


¡Como ya ss a indicado, e cromosoma cla mitocondrial humano, yde mamiferos on gorera es transcio por 
“una sola RIA OA que est ormada or un solo polépt y que, para ancla, requiere presencia de un actor de 
danserción TEA. El MIDA se Ianscnoo 3 porir de loyaos de iniciación, dos para la hora pesada (1 y M2] y 
no paa la Egea 1). produciéndose así pes anscrtos prmanos dleantes (dns de alos Complementaros y 
omespondientes a tod a ongaud el cromosoma, 16: b) Los promotores se encusnan sados enla región no 
odiicane e conto busto D (págr.160 y 378) Aun se desconoce sl no an MI y 2 dependa ds un Mismo, 
Plometor de dos independionte principal y secundario, uno de elos odavi escaneo, 

A part del primar lupa de riicin dela hebra posada (11) se trnace el DIA que coda los IRMA”. 
RNA S, RNA y IRNATES. la anscpcón se detoro tras oso limo, meciamt la partspacón de un ato de 
lerminacón (MTERF), Cuando la ransorpcón comienza en segundo punto de lo HZ. calzado inmediatamente 
IS ÓNIRINA Y el rasero primario (2) conto más a del unto de teminacón anterio, completando sl resto el 
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cromosoma Po lato, el lugar de incacón det qué tpo de RNAS,osómicos o mensajeros, deben atacara la 
selección del punto de nido está a su vez roguada por las hormonas vides, Gracias sta doble unidad de 
ranscripción la mico ettíza mucha mayor cantidad de RNAsrsosémicos que del rest de procucos génicos 
(ús 80 veces más) (Comolrese con a sac anloga a el genoma nuclear, conseguida gracias a la abundanos 
ela ANA OL. epeciazada en transcribir RNA, pg. 251 

A par del promotor dela hebra gara so sitlza una rola molácla (que es una pebra pesada, 1) que ao 
costa IRA: y un RNA. 

Los 3 tansrtos primas suten uego macuracin paa da ugar cada uno a vanos IRAS,IRNAs Y MRNAS 
maderos (pag 284 dl anses origina amb l EVA cotador par la eplcación de bra. 


19.6. INHIBIDORES DE LA TRANSCRIPCIÓN 


Existe una soñe de compuestos que inten la rnscripión l actuar ote a RNA polímeros a rav de 
tsinis mecantamos Son de interes desde e punto de vta espermenta y oe su aicación omo anios, por 
mMeatar alos tt tidad sobre ls cas prcailcas y nuca 


19.61 Antibióticos de tipo 1 


Este gupo esta fomado por ls compuestos quese unen la AA polimerasa, inscindola de mado directo 
Pertenecen a este grupo: 

+ uamicias producidas por Srplomcas mediteranaus) y sus cefivados somtenátcos [como la ampina). 
que se unan espaciicamente al subunidad de la Ryo bacteana, ngidendo eli del ransergcón Lo 
pemarencia dela ensima inaciwada sobre e promotor Ímpid la unn de ares moléculas de RINApal no 
mosiicadas, Sn embargo, 20 bene electo sobre ls polmerasas nucleares oucandias. por lo que sica 
omo agentes bactorcóns frente 3 diversos Ios de necconos, La RARO micondrl también as Ibid, 
Aunque cen menor potencia que la precaria, 

+ Exteptolidiin (producida por Srpioaycos us) que también se Ha ula subunidad $, pero inmi lo 
ongación 


amplia crm 


La cwamenita es un ibior especifico de a etapa de etorgacin deL sitas de RNA en sucias y no en 
precarias, Su afecto Imbidor o ha empleado como un aspetoleanciador ento las os IVApOL aucaríicas 
(san 251) Este agente inca es un mecanismo de delnsa de la tota venenosa Amanita phallids, para evtar su 
ingestión. La inoxcacón no proreca sintomas medios, no el dear dela función hepática on los días 
«igmentes, debido af e producción de nuevos MAA: por la ios Continua do proteinas 


19.62 Antibióticos de tipo 11 


En esta caso la transcripción sa inacivaIndrectamnto, ques el anto so uno a DNA imidando la unión de 
la polimerasa o bien su avance, Por lo, se mtien por qua todas las RNApoL as como las DNAJO (es dor. la 
regicacón) Éste s acaso de a actnomicina D mtetzada por varas aspecias de Srepionycas, fomada por dos 
ontapévidos cios unidos 3 un sxoma anular plano ds lenaxazona. Ésto e tera 6 a dobla óleo el DNA. 
nie dor pares de bates GC muconvos, dolormando el DNA. Al mamo emp, es dos estuctuas pontpeptlcas 
cies atrazan alado ético suaNdOSe en e muco menor. Esta ateración npid es movimiento de a DNAPEL alo 
largo del melde, La acinemicina D o muy tónica, pues mpid la Tommacón de los complejo abrio, oqueando el 
pazo de cur tpo de polmerasa. Al hb longacón an céas ctas yan oxracis cellaros, 9 muy 
Para enc procesos cese que dependen dela sintsade RNA. 
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cima D cria 


"tos compuestos nercalames sona acióma y sus dervados, que ntiten ln sintess de ROJA de una forma 
simo ya Gaunomicina y us denvados. que e mpean como aUmAoapeLIcos e venosos de cáncer, ya 
que sion prlerantemante scr clas con crecen coo, Por ¿nino el bromuro de silo e uo comun.en el 
latoraono para la tnción de DIA n oecrolrwes (03 138) es tarta un aparte arca (aunque o empleado 
omo rióuco, lo que Justa oc, que det ones cuenta raro angción 


meets e arma 


19.63 Antibióticos de tipo 111 


Los mitico de Ugo on tas etdoros ndrecion. que acti en est cano impetendo la acción e a 
DNA giras pocan tic, enzima que soduco suaranvotamenios regats en l DNA (pág 152) Se comprueba 
al que bss on necesarios ara la separación de as Pata ds OA 1 cue permi la sepcacón y la tanscrglón 
on prrcipales aran en este gugo es la Cumermicina 1 novato yl ción nahi. 
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20.1 INTRODUCCIÓN GENERAL A LA REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 


La visin gobal del control de la axposión génica es espacíaimonto dci en sucarilas on general, y an 
organos plicollaras on parular, Por jemplo, aunque todas ls cállas humanas ceienen el mismo gonoma 
(salvo mutaciones somáticas | exitan ars áferens fee las cóns procnlcas. Es cas un misteno l hoc 
ds que as cálulas de crganismos complejos, procademtes del desanolo de una mlsma có (e goto) y contemando, 
ln DIA idéntico, sean capaces de expresar funciones tan trenes Y únicas sn cda organo o ted parlar, Esta 
narme fexaadad en l tonto! 08 su gener Viene detamnada por los Sguente pos de. ssprasón Jénca 
3) Distals ipos de cas en cada espect y, deto de gsts, en cado organo oleo, En humanos, o clclan 
nos 200 pos colas. agrupados an Tama" según + luncón specica, có oplsioles. conteos, 
sanguinea, el sistoma nmuniano.snsorales, nsuonalos, le 
») Variséad en einúmero ds genes en 2 espec, En Tumanos, loa de gene peca ser de orden de 75.900 
160308, munqua recenternante sedan lts nn má Oscordanis, ar 3000 y 200000 ans, 
+) Proprcn de genes expresados en cada po colla En humanos, uno célula solo express en cada momento un 
10.20% del lt de ganas, e dect (asumiendo 50 000-1001 genes), los expresan nte 500 y 2000 gon 
emcada cla 
«) Infuensa sobre la exprasón da cada gan de os astas et cito de dvsión colar y del desanoo del invao, 
necesidades metabulcas ade cr po. espuesia agentes estemos, te 
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Dentro de estas posbidades, as de destacar la variación do la cxpesión génca durante el proceso de 
úlferencacn colar, es der. la adquisición de propledados aspecias por pare de las dnerzas cl de Un 
rganieno, que tene Jugar durante la embriogéness, Elo hace que existan genes que no responden a cambio 
Fsiológico alguno o que. por ul cota, están omatcos a ver contr come consecuencia el desarrall anal 
Vegetal d organización de cola on nidos yd aldo an organismos completos. 

La mandettacón pncipal de eta ostias en la exprosón génica os la apancón en cada Ipo colar de 
potinas on proporciones diversas, desde muy elevadas en unos casos a muy bajas en os. Dado ques proteinas 
Condcionan laz propedades csilares amutectua colla, aciveades enindtcas, propiedades, hsvlgias 
interacción con e ambiente, e), lolo aer quier dec ue os Vara la proporción de genes implcados en la 
lermación de poleas para una Cotonada Tara pco 


Diviidacelular —— — Vissmeabólicas 
53 1 


La expresion de ls genes de un organismo supenor puede ser regulada a dstntos nues Desde t punto de 
vista patológico, s mporiante resakar quo la aleación de cualuira dels pasos implicados en a asprosión génica 
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El estudo on profundidad de toos estos elos de control det hacerso en ratas especiatados. En este 
texto sólo rateremos de desglosa d fama paulatina lo esencial, cada uno de elos en u conespondiene proceso de 
xpresn génica amas 21, 23424) 


202 CONTROL PRETRANSCRIPCIONAL 


E iio e a anseripsn regule que a maqunana mokeular responsa (RNA polimerasa y acres e 
ranscrgción. pág. 284) pueda sccadar camente a las bases de la hata ds DNA que se ha de tmsenbe, Elo 
“upons la descondensacón prev del romorom ran la netos del cio de ivi ear (ag 6) meciarto 
La trarscrpción no pueda tner lugar sobre DNA an atados de condensación supertores 3 la fra de 10 nm 
(rosa de nucsosomas. pág.) En acasanes, sl DIA se puedo transcribo cuado so encuenta bajo a foma e. 
omolejos con las histnas(nscsosomas) paro lamtén puede ser nececaro ue estos na desensamblen para pemnitr 
aceso sIDNA E gorora 1 sccoatlidad del DNA al tarscrgaó, actividad transcripcional dela cromatina 
xi relcienada ostroshamurie con sl rado de condensación (ig, 87) y puede valorarse expermentamante por la 
Senslbldad ala sccón de Dias 
Se puedo considerar que el acceso al DNA nscesao para la transcción 9s una Combinación de os 
2), Posición precia delos nucisosomas. E reconocimiento de secuencias promotores del DNA poro acores 
e vanscspcin (pag 254) puede ner luar al menos en algun cas, pracis una posción muy mspectica de los 
Fcivosomas, de foma que Lasa secuencias quedan an la egún inercinorómica [DNA espaciadora Inde 
Pag.80)0,siforman pora del nuecsoma, queden oentacdas hacias super exlema 


») Retirada de los mucisosomas. Tanto sl rsconociniento de 1as secuencias promotoras por jos scores de 
Fanscrpción Como la umón y avance de a Apo! pueten roque a Ibutacón de ls halos 3 menos al 
“esplazamieno de los nuclesomas. para haces el DNA accostse. Se han enconrado prole capaces de 
“fociuar aso “omodeldo de a cromalina”, Gracias aa drid ATP. 


«) Avance compatible con la presencia de nucisosomas. La transcrgción puedo tone lugar 6 regiones de DIVA. 
con nucecsonas Iniegros posiemente, 13 ANA polimerasa se desplaza a o largo de la Teva de 10 Am 
Iranscnbiendo una tra gracias un desensambiado paca ytverab de os uctosómas 


a” 4 


9 
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toi RINApol en reconocimiento d a secuencia del pomelo ys encargan de a reguiación de a ronscción Su 
“versidad os aun mayor que la de promotors loque permi a an exi asen e alcoi! de a exresion 
¡elos genes Los Fs ee denominan arstn Tactores que actúan e rans actores trans pues sus gens estan 
in posición alejada y no teeconada con aquella región génica cuya exprenn reputn. Su espacioso de unón a la 
molecua d DNA, ca) sempre reconociendo cts secuencis de bases, esta generaimento medida porque ln 
esancs an las moles de TE de motwos ostuctrls de wnón DIA, como dedos de one, homacdominos, st 
luag-80) 

La espocialzaión de las RNApol cucandticas para Jansen so determsnados genes (póg,251) viene 
sterminada pola regulación de ests gore por secuencias promotoras y tacos d transenpcón teretes Ames 
e descrdw los pormenores del combo! de 1 anucpcón e las genes de ise 1 convera fecal la lrmiologia 
“empleada para as moléculas que inovienen, Se dstingue as enve promotores para genes del as 1, de la leo 1 
aa sue Los Faciores de trascripción mspectvos s nombran con ls incites TF sequeas o! tigo de RNApOl 
Zona que pueden acuer 1111) y una lea que los ¡denia (por ejemglo. TELA. TFIS TIO on faire de 


Feansencln por NAPOLI) 
mear 
a Precios Fi 
LONA) e 
FUGA es LATE 
Fagor e case prin y 
Gods case RAS ANA. y RNA pos 


20.32 Promotores de los genes de clase Il 
Larsgulación delos genes decias ranscrtos parla RNA ol) es del máxmo interes por sr responsable e 
la sites delos MINA y. por amo, dea sntess e tadas las prtsinas. Sus promotores s ocalaan picante en 
rección 5 (comente aria) del organ de transcripción y muesras una mayor varción de secuenca que los 
temores par RMApOL yl 
Los promotores en genera, oro de foma caracteristica ls de css 1, se pueden vas en 3 pos, as acuerdo 
on cn y cación. uri s ompronder mej l suda o fins e tarcrpción que unan a 


20.321 Secuencias o elementos basales del promotor 


El promotor basal compense las secuencias que dofnon ol punto de Inicio de la transrpcin y son 
improscivátios para que ota comenco, Es una región Stud an posición adyacente al angen de ranserpcon, 
comúnmente comente ati hasta la posicón -30,Denta de esta regón puede Sisingurso Como más habia! ln 
“secuencia TATA, caja TATA o caja de Hogness, suda tpicamente redador delas posiognes 15 5-25 ( dto 
Cortuniss con a coje TATA de pocas o caja de Prbrow, con aecuenci corsento TATAAT y sñunda en 10) 
ra secuencia basal ocu slosacuencia Iniciador o, situada sobre el prop open, etre-3 y + 


promotor basal as dos secuencias. 
A me pe 
Re o pal 


siii coa ra er > 
EA 


En ocasonss, al promotor de un gon se cala, de cuerdo can 
po TATA nro, TATASInO TATACI o TATA 


a ecuencias basales que prsenta, como de 


20.322 Secuencias o elementos proximales 

Generalmente, promotor tasalno es sucinta pos mismo para provocar elo dela tarsrpcón sino que 
se 1oquese la neiencón cional de tra mpión conocida como promotor prom. Est está cercano al pronetor 
Basa. pero más alejado comente ars del organ, comunmente er Is posones 20 -200 Pt lan. eta rogó 
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e DINA suelo se d mayor tamaño que ade promeor basal Los elementos proxmales no especias la posición e 
Incio sino que determinan a ecuanci con que s produc nio del ransrpión Eos poso gracias que 

Sobre aca se unen versos facors de transcripción que lavorecen la interacción la RNApotI con l DNA en al 
unto de ino y su acvadad enzimática. Aunque an generals secuencis son más vañadas que as husos. las ds 

más caracersicas son la aja secuencia CAAT, eno -0 y 0, yla caja GC, que aparece en copias múltiples y 
on asiqulr orientación ambos lado dea caja CAAT. 


CA 


«20,  _—_—_ —__— 


promotor prosa o E RNAY 


20.23. Secuencias o elementos distales 
La espresón de signos genes sur una regulación aún más compleja, que depende de secuencias situadas a 
ran sana del punto de Inc, incluso de vaños mies de pb, coment arta o comente abajo Esto ocur 
00 cua 


esirodes y toldcos), Aunque po sa suien contemplar como als, estas secuencias promotoras deben tamuién 
orwidoraas pare del gen, atendiendo sl concspto funciona d éste (pág 244) En onara sols lama secuencia. 
promotoras distales por enconirse dljadas del gen, 0 Lamblén, de Bras con Su función, Slementos. 
Especificos de regulación, módulos de control elementos de respuesta 
Estas secuencia promotoras son muy vidas y espeifcas pora cada gen. Otra porttandad es que actian 
tanto acivando la tramctpcón como recucendola. De acuerdo con a se casitcan e dos pos 
otenciadores, avacors, ienefcadors, ampieadoros o estmujadors pntancer, Pueden aumentar 
ruca la velocónd de nic de 1 trascripción (y, pr consiguiente, 1 el proceso comple) conseguida parir 


lamcipcón quese unen 2 los complen con a acción de ls especificos de los promotores potencadores y 
primado 


uE CAT TATA or 


E 
“==> E 


¿spas pco primos urgen, Semen de cuencia mey 
coc, dee acc ee plan cm 
inales pueden empuyen pm. <nae 503-200. Pam e ic se digo 
en cauls sl 


prrh 


Tnencccn del imc del tramserpción 
se dirigen en o margen den 10 


20.33. Factores de transcripción de clase 11 


La RiMAgotil ineraciona con gan variedad de factors de manscepción (TFU) dependiendo del gon. 
hatituaimente ds foma simutansa con un romero considarable de els. Esos acres se pueden dasfcar wn 
Generales proxinals e nducts, de acuerdo ron sy inn a uno de ls pos e secuencias o slements promotores 
Faden estudados. Se estudaran 8 coninuacón con co detal los que aciian sore el prometer TATA. mejor 
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20.31. Factores de transcripción generales 


Reciben osto nombro los TES que reconocen los elementos basales de un promotor Son praeinas muy 
comsenvadas evolaivamente. que promuevan la lomacn sradado del punto de ico de un Complo moler 
que intuye el promotor basal los propios TF generals y la RNAPOLIL_So puede decr que l roconocer el promotor 
asal action de medidores para que se jo la polmorasa, delniendo al punto de nc de la (ramergción y 
“acivando la enzima para que comían 3 sinatzael RNA. 

Se conocen as fnciores de unos de os actores de ranscpcin genarsls asociados a la ApOLI: 

+ TRIO, l más significativo de todos aos, s único con espacfaad pos una ascuanci de DIVA, ade ln ej 
TATA A posar de elo, pasos acu lambién sobra promotores que n hanon caja TATA, Eto actor determina 
que la ANAL acuo a una cora distancia dl promotor, defiendo el puno de nico dela Wanserpoon 
(nucicaido +1) Tiene uy grs lamaño maca molecuor cercana 2 800 kDa) al asar formado por ds ¡pos de 

"Una molcula de BP, 9 prisa de unión a TATA" JATA Bindng Protein), que cana TEN la 
capacidad de reconctmiento de secuencia promotor. Su unio a ésta s el pm paro ena fomacn 
el complejo de ini, con 1 paricularidad de uns al surco menos del DMA (der de la mayoria de 
rtrinas, qu tounen al DÑA on el surco mayor y provoca la hen de a mosca de CNA. 

+ Varias moléculas deTAFS 0 actors asociados a BP” TB” assonals actors) Alerntos entr y que 
cen arar para nión a promotores deretes, Son ubunidades de 90 250 ADA que erman para 
ESTAN enimero de 9812. ipcament. 

+ TIM s partclement Imporante por su doe cvs ersimática, como holcasa y como romina quinasa, 
resadetes en talas subunidades La holes esta mplcada en l sanación delas tras del DNA an el sho 
de nido. necesaria ara l acc del polimerasa alas bases, mientras que tomo quis loto el domo, 
Coti dela subunidad mayor e a RNApOL11 (CTO, pág 282), provocando en ala un cambio conformacinal 
quedes el comienzo de su desplazamiento a o argo Set DMA, la separacion de siguros TF y. n caia, a 
Ianalcdn entr el nico y a elongacón dela tansergción. Ese facto de tanscrigeón es también angular por 
Intervniren la toaracón el DNA por escisión d nucisóos (pág, 350) 


Para la formación del complejo de ni o han propuesto dos mecanlsmos, cuyo tostado ios st mismo" 


8) Ensamblaje consecutivo de los factores generales (modelo “escalonado 

“egin eta potes los Fs y la RIO as van asocian 81 egin romolora en un cero arden uno tras 
¿to pág, 26), e conséara que cada fai va estableciendo un complejo con a estuctura ndecunds para qua se Una 
+lsiguente La pemacón del comple de nciacón comen con a unn de TFNO al DNA en secueza TATA y 8 
Eontfuacin. se van asociando ls factores TENA y FU, que poren la unió dela polera junto con e fator 
TFUF y iaimonte se ncoporan TFUE y TIA: 


b) Modelo de la holoanzima 


En ost hiótosisaomata, tambén apoyada por estudis uo la RADO se asocia pravamente vanos 
lactors de tanserpcón. fomando Una enzma etva 4 hojoensima. que luego so una 31 DNA an la secuencia 
prometer deta por la unn de TFNO, 


RNaputll > TENE teta rr 


ros actores trmetiadorer) O Polonia ANAL 


complejo de inició 
tros facies Castivadores) + DNA ¡pesnctr) = EI 


El resultado es el mismo complejo do niciación que an el modelo escaonaco, que permito el comienzo de la 
ransepcó, y la polmeraa luego o abandonaría y avanzar Igual qe s a inca on quelo 
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203.32 Factores de transcripción proximales 
También amados faioras de unón comente aba, son pins que reconecenespecticamemta os elementos 
proxmales del promotor conrtuyendo a aumentar ls afícenca de formación del compleja de nc avoir su 
Fcaviad sctre la polmaraaa Cada promor en parida requere un Comun precio de asis ciones para su 
spresón plena 
Como ejemplos el acorde transerpcón CTE (o NF1) interacciona con la caja CAT, siendo aparentemente sl 
máximo tospansata de a eins del promotor, marras quee fair de trenscrgción SP1 se uno als cajas GC. 


a a TATA tor 


preson regulada pre ear 
es Jocs genes conato y genes inci) 


cagon regulador del gen —= 


20.3.3.3. Factores de transcripción inducibles 

Este trcer grupo de fcres de ranscrpción o cnsttuyen aquésos que reconocen os elementos das del 
rometar AÑ scan de foma sms alos factores prormales, es dec, factando la fomadón y acivióas del 
Complejo de mio de a ranscrpcón a. pr el contara, Afcuandals. regular. por tato la tansespión falo de 
Farma postia como nea (de acuerdo con us promtores, sean potencaderes o sencadores, pág 200) 

A dlerenca de las ganarle y pronmues. osos tatoes de anscrpcón no están presents en Lct de 
lama conta, Sino que se siilan O se Scivan en moments sspacicos 0 en ljóos Parictores. Come 
consecuencia, ln expresión de os genes cuya tanscrpción ontuan eat puente regulada en eo y espacio, os 
deck, se expresan actwamente en ocasiones y na 1 Pacen en atacado en cas. con hecunca, en muetos thor 
slulres un gen concreto nose expresa nunca, Sas Rama or eto genes nducibes (po conraposiión lo genes 
Eraltvos) regulables > de expresión erencia! 
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¡Como ejemplo característico so pueden car os receptores nucisares para hormonas oserids otideas. La 
nión de la hormona cambia la cotormación del recplr, que acta como fair de tranccspcón al aumentar su 
afdad por ceros promotor óstales, denominados, slomentos de respuesta a hormonas. (ARE), Como 
Consecuencia,» oca as bloquea, segu o casos. a anserpcion d gene espacios los productos polis de 
los años epresenan paraa có l mecano de respuesta a hormona | 


203.34 Interacción de los factores de transcripción con la polimerasa 


Cabe progurtars cómo o acoros qu se unen a promoterestjanos l rigen e transcripción puedon paicpar 
en complejo de inca (mecanismos de reguación  dstanca) Para expacaro se debe considerar la Poxbidad de 1 


ta ese 

di 

ES 
ia 


ss 


Faces de tuscipión 

"aduce, umdos os 

elementos diles de 
regulación 


De ost forma os factores de transcripción unidos als regiones basal, proximal y stas pueden contactar 
“ante y conta FINA opor 1 que patapan 4 uisono en el cont del ci de a ranscpcn 

Algunos TFs no neracionen deectamente con  plímerass ino que hacen de medadors entr aos TF So. 
han dorado prooinas o complejos de proteinas que cooperan con los Tacos aclvadores, concindlos con la 
macunara basal pun roguar la tanrerpción Por ata són, sa Conocen Como, cosctvadores o colacores. 
generales: erre los ss incluyen los TAFS (pág 207) que parecon desempoñar un papel de muciadores en la 
Iori otro ls cines generales por un dois factores proximas y als por año. 


A y 


2033.5 Iniciación de la transcripción a partir de diferentes promotores 
La nicacin de a ranserción en promotores o basados exclusivamente an aj TATA (96 265) len logar 
con sracteisicas. in pco conocidas, eremes alas estucos 
En los promulores basados enla secuencia ln poo sin caja TATA (TATA-Inev), la Tomación del complejo de 
¡cación bene lugar cuando so unen lalomento vr coros de trascrpeión especticos BP, proteins de unión 
a no) Entro datos se eecuentran TAFISO, TF, YY1 y la propia RIVAPOLIL Par la demás, el proceso y os 
cquerments de unón de cores de Iranscrgoón para el noo son Sar alo procieros TATAS In ya 
+ Enlos pxemoores que poseen ambas secuencias (TATAnr+), entran en juego nto a TBP como ls IBP, dnde 
Kepa formacion de complejos muy esas 
+ Estan nur promotores que o tenen rnguna de 1s dos secuencias (TATA-Ie—) ón lo no se sabe cómo 
tono lugar el nio dela transerpción 
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20.34. Regulación de la transcripción de genes de clases l y II 


¡Como ya se ha nica, as secuencias promotoras y el conjunto de actores e ranscpcón empieados par cdo, 
una de as RNA polimerasa sucaricas son dferentes (pág 265) La dversdad de promotores y TF para eins por 
NApot y les muy inter la corespondiente La ANApOL-, Esto puede eijrsmplemente menos número de 
ones que son rancios por aquelas dos enzimas: la RNAgoL1 sintetiza wn solo mnscrto piano (el precrsor 
ando FINA rbsosómico) mientras que la RAFA! Il trasero nos pocos genes (cl pro /RIA SS, los ceros de 0 
RAS y algunos RINA pequeños, pág. 251), Eo conrasa con las docenas de mias de goes proteicos de cuya 
Vmsecón e toral RAYO, por que cesta tna Magónara ás Conce ara rg 
indalcomo se acaba de stc 


Los promotores de genes de lacas (para RIA OS) sclizan, a gun que ts del lso 1 estucados hasta 
ahora, en direcció (comet ari) del punt de nic 


a) 


nte los genes trnscrtos por la RNA-I se cuentan de IRMA S, os de RAS y de uno de os RNA 
nucleares pequeños que inten enla plminación e nsunes (SrRIA US; pág 281) tos elos bienen promotores 

Y Tn derents, Los promators de ¡RA SS y RNA aparecen en dreccón del nic (comente bajo) tuendone 
demo de 1 egún stucural lg, por eto he Haras regiones ntenas de control ICA), Lo posición e ont 
olas socuoncia promotoras y ls corospendintos TFs son orants paras eras de (NA S,IRNAS y SARIVAS 
e muestra solo como ejemplo e prmero 


Cabe resstar que on la nación or las 3 RINA políerasasitersena un acor de transerpcón de vais 
«subunidades (SL TIO y TINA) una dels casis sl proteina de unen a TATA, TOP. Las avs subunidades son 
TAPA aspecicos bara cada tpo de promor.Mients que en los genes po 1 TEP es el actor ini que reconace 
va caja TATA (pg 287) esta secuencia no esto en or tros casos (genes de 1po | y 1) En eos, TE no se une 
reciamente 21 DNA reconociendo la secunda promctor, amo que requiere 3hos lacras de Vanscrpobn pala 
soc, Parece que TBP desempeña una funcón común aos pos e promolores la neroccn con la polereraso 
respectiva para Suar enel punto de milo. 


20.4 REGULACIÓN EPIGENÉTICA 


Esto segundo po de fegulción de la expresión génica, que connbuye a explicar la verdad morilógca y 
funcional de célus con un mamo genera, dspando del amado componente apiganático astucia dl DNA, 
es dei no consent en su sucuonci, Conctlamente, se ajrce a UavEs de la matiacón espocifca de algunas 
bases del DIVA, Aunque sn efecto regulador, se conoce el papel de a metación el DIVA propo unas bacieras como 
proteccón rante alas enamas e eneción dela mara có (pág. 200) Conesgonda ahora asus l papel lo. 
metlacón Gel DIA en céhs de vereados, ara -alencar a ranscrpeión de sus ga 
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20.41. Metilación del DNA y control de la expresión 

En el DNA de vertebrados na pare e os sesos de cloeina (en hamanos. el 3%) 5e encuentran metidos, 
prncpalmente en goxexn 5. Esta metacón aparece cas oxcusnamento otro la secuencia Gruciotidca CO, que 
Honmas es especalrento abundante on ls regones romctrs as los genes, ando lugar 1s denominados soto. 
Cp Los ganes que $e transeten actramante en ceros tejdos poseen actes CpG sin meltar (0 soes 
Apometiados) mientas que en os ajos dende l gen nose expresas extán metas Por tn, la metacón ela 
lona parece dosemgañas un papel sn a regacón daa mejresón panca, 

La etencén dela anscrgcén de un gen como comsacutnca del presencia de guos meto en a molécula de 
DIA de puede exar mediante 908 mecansros, o escueres 


ERA 
rememora 
neta sect 


pos pe 
sn mn 6 
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Do los procesos d metlacón se oncarga una DNA meitransorasa (o motlasa), aunque aún nose sabe con 
cartera sila metiación de novo y la de mantenimiento dependen de una misma enzima o de dos eran. Se ha 
podio ita esta enzima de muchos organismos. niendo ls humanos. ecu so han cionado sus genes, Actúa 
“riarments als matsas que Toman pare delos natemas o melcion rsticn a precarias pog 200) y n 
maduración da MINA un aucarias (pág 278), empleando Sadanosimotrina como coonsma donador de gupos. 
mati (pag 22) y. enosto caso, con espocdad por lia adyacente a quasi 


DNA (ctosna-5metittnsterass 
EO21137 


em mo nos 


La racción opuesta, esponsatse del proceso de desmotiación goal la cataliza una desmetiaa, que reconoce 
as secuencias motiacas“CPG alrmiando el gu meto de a cicena. Eta engana e a podio pundcar parir de 
ollas tumorales ns ques ospeiamente abundante 


20.4.3. Metilación y cáncer 


Estos rocosos e melació-desmeticón del DMA 5 han podido inves gracias a observación en cenas 
cancerosas de atoraconos an a metiacn del DNA. posiblemente responsables d a madcación ea l programa de 
expresión génica Caracieisica del proceso lumeral, sunque no su causa nica, En esas cólls 61 DNA esta 
¿obalmente hipometiado, pero al memo bempo algunos genes están Mpermettados [concmtament, los gongs 
“uprezores de fumors, lema 30) Esa aparemte contradicción 6s el resutado, por mecanamos complejos, 08 ana 
evade expresión 6 amb onzas la ties y o desmetsasa La pometlacón provocara la asprenón de genas 
que hatuaimento es slenciacos (ncluiso el dela desmetlas), conduciendo posisemente 1 signos Ds los 
etajutes Cmusates dl cáncor, mientas que la Nipermetlacón de os genes sugosores dn tumors Dioques su 
rpresón, aliinándose su función natural, el reno de la prltración Calar. y conductndo a la mulgicacón 
anarquca dels clas que gener el lumor lema 30) 
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Maduración del RNA o 
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21.1 INTRODUCCIÓN 


La trascripción del DNA us un proceso que no dre, en esencia, ete procariotas y eucanta: Las VA 
olmerasas se unen a sacuancospromoloas especificas, y 8 asta asisten rección 3-3 logo el gen 
Sin embargo, sugen imponanis dlerancas one amos tgos de células cuendo se Constr ln ormación dl RNA. 

Se loma transrto primario o precursor del IVA a a molécula de RIVA que rasta rectamente del proceso 
de transrpcón, Todos los tanscros prinaños tenen la mima socuenca que el agent conespondente de la 
atra nosmai (o ans) de DMA, salvo po a presencia d U en lugar 1. Exa ranots primas para os 
tos os de RVAS en sucaas y ara tos Is Y NAS an procanctas En contrast, al MINA de pocarls e el 
nic RIVA que crec de un proc, lo que permde suero edito par Traducción (que acu lso aos 
dle inalzar su site or transcripción. pues no suse comparementacónsubcaua,, 250) 

Los precursores de loss pos de RIVA formados en a nucao eucannco no puecen desempeñar rectamente 
su función en caso del RNA, uta como mol para l ducción), na que han de cores aros a ANA. 
imadiro,lurional, an un proceso lamodo medicación o procesamiento postranscripciona > emplmante 
maduración el RNA. Eta gn lugar en l núcleo. y so cuando sn ha convietadopunden ls molta ds RINA. 
Iransocare al ctoplasma, donde ejecan su funcion Est ranpore bona lugar por paso de las moléculas de FINA. 
matara arts de o poros dela memtrana car lo poros nucleares) 


276, MADURACIÓN DEL RNA O PROCESAMIENTO POSTRANSCRIPCIONAL. 


El proestamieno gostranscrpoinal consiste, de modo genera, en una o varas de las siguentes resccions 
(ase aeién pág, 283) 

« Modicación covalente de nucsidos 

* Adición de pucatdo aloe extremos 

< Escuión de nacidos delos extremos 

< Diveón deta mole en vatostragrentos 

< Proceso de ajuste, elrinacin e ntones cora de nraos y empalme eones. 

Cómo vera más adela, la maciración core estabidad al RIA, Btscamente por una mayor restencia 

vete alas uciasas y pr un pegamento tidmersional Compton el caso de IRA y As), gusimente, cita 
<ureconocimiento por tos componentes claros que mejeal funcionalidad para trucción 


21.11. Matizaciones al concepto de gen 


La maduración postrnscrpcinal e uno de os procosos que dan lugar a suacones en as quel defnción de 
en debe matarse fora Igeramente (pág. 246), Concretamente, pueden case os stuaciones 

+ Un gen se vansco dando un pro-RNA, ques procesado por escién generando varas molcuas de RNA, En 

est aso, el cencaplo de gen se puede apicar al gen 'gubal de parida, guesto que es una unidad de 

Fanscrpcin, con sus tegores esucural y reguladora Sin embargo, tantin es apicate cata una de as 
regiones “patcies" de DNA que codican uno de los RIVAS finales, pues on tros los produtos géncos 
Iinconals. Ejemplos de esta Stacin los tenemos en los precursores de RNA Ibosómio, tanto precarílcos 
como eucardtcos (pág 283) cuyo “gen global da lagar a varios ¡RIAS maduros. y también en el DNA 
mtccondrl, tada wo ds Cayos tanscrios praros se procesa dando una combinación de RIAS. TRIAS y 
RNA: (ag. 284) 
E tanscrto gamaro btaico do una región de DNA puede sul su maduración por dos ts o varames 
stas, dado lapa por elo a dos preducios génicos diles. Esta us el aso del ayuste atemativo 
(ag 285), donde %s purden emplear dos secuencias de cone y empaina para la alminacón de interes 
(080,280) dependiendo, por ejemplo, del tido en el quese expreso el gen ode la egada a 1 él de dversas 
aras 


21.2 CARACTERÍSTICAS DIFERENCIALES DE LA MADURACIÓN 


Las seencas entr prcanats y sucarotas rivas a maduración del IVA se cenran en a RINA mensajor; 
los ARIAS y RNA sulten Una maciración simlar en tos pos de crganismos. Puesto que, además, oo a la 
Finest de proteinas nos centraremos, or anto, e el anal de a maduración del RNA. 

En un gan pricoprocariótic lodo el DA e codcamo (excluyendo la egin reguladora, que en st tema 
o 008 ineresa cosidera), de meso ue al arsctss ana un trasero priaro que us a el TENA funciona. 
Ciya secuencia comesponda pxactamenta 1 del DNA. Es deck. sl RNA de procarczs 0 el úico RIA que no 
Facua marracón Por ll contar, la Transcrpció de un gen roo aucarióic genera un pa. TRNA que debe 
«br maracin para transformarse an una moles funcional de MIRNA. El conunt dels dlemies pro MIA se 
ama RNA nuciar heterogéneo (mRNA), debo a que consttuo una población de moléculas de tamaño muy 

entr delas diferencias ame preRNA y MINA mao, la más llamativa os que la socuencia del mRNA no 
«compone Comiselament al el pre MINA. il dl DNA del que se ha tanscto(se dea que "se ha perdido la 
CSinealand ente DNA y RNA"), Eno no debe que grandes segrentos intros del gon desaparecen durate la 
“aduración Estas regiones del DAA que e lranon del pe-mRINA an u maduración so denominan inrones. Aunque 
Fon DNA ro costar (pag. 108), oben contemplarse como part del gen (pág. 245). 

Se pueden detnramésén los invons como reganes no codcatasstuadas n e inorior de un gen, loque da 
lugar sl antnimo secuencias Intecaladas (VS, inervenin sequerces) No sen nenes aquelas secuencias que 
lemon los estromen 5-4 3 al NA maduro, surque a rat gusterte de DNA 09 costar; por elo, ua terra 
sinó de nro Como según quese tres paro no seduce a estcamantecoaca. 

Aunque los mones son cavactorsicos de los genes cucarócos que codican proteinas, también están 
presten en gunos genes de IRMA y IRMA, en specal ucarcicos. En átos e Intrn se puede det iicamente 
Eno reg o DNA lo desu prcutotanscrpomnal el po RNA) que se slina durante la maduración 

Finalmente, las regones que hanquean aos iron y que ss consercan en el ANA maduro se nomina a 1 
vee exones. En genera, son la para codlcarte dl gon, poro el poner axón y el Útio tamién inuje, 
Fospacivamante ls regiones 5 y 3 y odios. que no son cosicantos 
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Por tato, el DIA delos genes procariticos de proeinas se puede considear lomado por un ex único, sin 
inones, que l rancrrse orgia un ransrto pvnadatartién sin inrones. Si embargo, cas 10d el DVA génco, 
¿e eucariotas contene vas Irons y esones. y se tanscrbe procusores de RINA con los mimos inranos y 

sones. Como pare dal roces de modicacin postanscrpciona se bean stones y se unan ts exoros 

a formación dol MAA aucarióico maduro a parir o su corespenditspr-RNA constuye un made al 
para el estadio dl procesamiento postranseripconal pues suo todos los 1pos de anslormacion impicados en cho, 
Proceso, acicón e nudedis al axromo 5, maizcón poster, largamente la cadera en e exvemo 3 y 
“lminación de nvonas con unión de excres cora y empalme”, Una vez completada sta maduración. también e 
rsducs el poso del DRNA maduro aves delos poros e la membrana mucen paca e pias. lupe donde se 
Fmpleaá para la sins prota. Se estudiarán co detenimiento cda uno de eto pas. 


21.3. PROCESAMIENTO DEL RNA MENSAJERO 


La maturación del MINA pueda descrbis medianta tes pos de modificaciones, que pueden Inca de 
forma sucesiva o smutinos od as resaca an lucen 


21.31. Modificación del extremo 5' 
El extremo te 5-PPP del MINA mucanio comenza modas muy pronto, poco después de incado La 
trercsoción. Se la de una modfcación corslento que, Oobnimant, mpica ves lpos de amas (osas 
uanllransterasa y melasas) y que conduce a a neoporacón ngular de un ruido precio sobre el NTP eN 
Posción 3 lrminal de RNA (nomalmene purinco, ATP el miemo que actuó coro bado an anserc) 
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de la caperuza o casquete 5' 
Se ruslza en do spas uno destosoración prova y una guaniiación acosta de GTP. 


A imilinción 
unica 
base nacido: musa 
una] guanonira | granito (Gu 
guano] guanosio | guano 


Aunque en a sagunóarcon e arre un residuo guanilo resultado comunto das ds acciones sa 
incorpracón l MINA de a sun temo de uenasia, deci, una guanosilción o don ue 6 RNA ha sido 
amado an 5. La seuctur lamina) resulanta se concen como Caperuza de guanina. Caperuza o casquete 5 
(on ng, 030), Se Vta de una estructura sing, que nose encuenta en ninguna ra pane de nuceótdos nl idos 
lis, con resto alos siguen ceros: 
Unión dedos nucósios através de un nico tostao 
Un nucósido (gumosina) unido en sonido opuesto al del roto de a cadena olluciidic [oie tnfotao 
entrados posciones 5) 
Esta caporuza jocs un electo rato dela molécula rn als xonucieasas (pues étas so acti sobre 
entoces 3-5 osloSatar), marca el pre-MRNA para su empleo postre Como Susto en Gras resccionas de 
rocezameno a el nulo y sv como punto de ión el MIRNA os cosomas al nicas la sniis prota, 


21.12. Metilación de la caperuza 5' 

Los tes primeros nuciedlos de la estucua S-guancsnaanfstalo MINA son entonces modicados por 
mentransterasas (metlasas) que empleo S-3denosk:-matonina (pg, 22) como cosnzma donadera del grupo mala 
(reacción smlar ala de moliacon de Closnas que regua l ranseripcón, pág 272) 

La metzación puedo tener lugar obre varias posionos 

+ ELN dela guarosina terminal para ar la caporuza de tipo 0, capeza d 7-metiguanosina-rfosíto cap 0) 

La rección cala la MAA guania-N7-Jrelransteasa. EC 2.115. 

+ Además del aten, el 2-04 de lara nóyacente (1% nucidudo ongnal del pre MIA: 22 de a secuencia 

ct), dando la caporuza de tipo 1 (cop 1) Esta resccón la catkza uno metas lero, a 
"IRNAÍnUCido7-Opreltanaeraa. EC 21.17. 

más de es ds anerors, pusde matar amésán el 2:0H de 1 sa siguiente (2% nuceótido original de 
la secuencia actual), para dar a caperuza de po 2 (99 2 


col CH, 20 


ON 


Se sobe que Jos metlasas y las quandirarseraas se aci al domino CTO ostriado de la RADO 
(pg 282) y Nova a cabo la resccón de procnarmaeno del RIA ares 6 que el anscro ay acanzndo un tamano 
e unos 30 nues, Pace. portant, pont que a Jomación de acapara putos en el ario 0 nación 
e la arsergcón a longacón. 


21.3,2. Modificación del extremo 3' 


21.321. Formación del extremo 3' y su relación con el final de la transcripción 


Otra poculaaad de IRA wucanato os que el tramo Y del MINA no conosponde a la posición donde uo 
tormia la amcrgeión (qu se produc gracias aa merccón de Ls OVADO con ptas e pa 0 lomiadora 
pg, 250), uo que deriva de la escnión de la molcin de gre-RA en una poncon coment aa de su estra 
mo conancuenci, el RNA en más coro en estra ue arco pros 


curia sos BALA 

MT ialemicin pr ccnon 
"miau Ben pacas 
in CO ela RNA 


21.322 Polladenilación del extremo 3" 


Sobre el extremo 3-ON resutar del corte por la endonuceasa acta una RNA polmerasa special, que no usa 
uds y solo acepta como sustrato al ATP, tameda polA) polimerasa (EC 27739) Como consecuencia, se añade al 
NA un grs número de resida de adeniato (AMP), lomando una “cla” de poladenito cola de pol), de 
Tonga tipica eva 40 y 250 nt (como excepción. los MRNAS de hítnas carecen de st coa Esta stuctra. que 
permanece acta hast la fomacin nal dl MINA, puedo papa en procesos de tan gran signado como al 
Faneporto del RINA al oplasma y la determinación, en pato, d la ostasidd y vida meda del ANA (pág 286) 
La presencia de acta de pOMA) únicamente e os MINAS aucanótos se aprovecha con res expermentlos, 
sicacón del conuno de MRNAS de una cda, ompieando tecnicas de struas co sopois que contienen 
lgonucectidcas de poKT,poKT) o poK), complementarias a a cla de pol) (39.136) 


pe 


21.33. Eliminación de intrones y empalme de exones 

La ntapa esencial de la maduración postransctipcional del tarso primario hasta car el MINA eucarióico 
ú«conssta enla emunación dels venas y la unión 0 empalme delos exones Esto proceso ss onoca como corta y 
pagado, corte y empalme o ayuste an ingls. apicng) 


21.331. Magnitud de los intrones 

Debe racordarss que los genos de caras, espaiamente un los vereacos, se encuentran as! sempre 
inemumpidcs por intrones, que separan las regios codícates o exonas (pag, 276) Como excepción, las istonas 
on Ano de los escasos ejemplos de genes que carscen complatamerts da ntones Lo má ocuento 0 quel 
Jong ota delos tros supera ampliamente ala Sue de los exone, or lo qu el tamaño del gan deponde 
"erament del número y longitud de sus rones, Aunque las ctas son visos o atla e rasa 40 inves por 
en yde una longits de hasta 20 Kb por rn, Los xones son de tamaño mucho ás poqueño, Ipicamnt nec a 
HS 


21.332. Secuencias que delimitan el intrón 

La eliminación de un inuón stá detaminada por su secuwnci, y no por su tamaña. lo inenvenen dos 
cuencas nspecicas que dera s exter del nn, yor desu intere conocias en su conjunto como sio. 
centros de corte y empalme de ayusto [canto : cent y cetro deramlcacin) dos os aos de coo y 
“mpalmo parecen sar equváletes, mientas que a secuenc del foto del Inn o Bono traccandoncia sobra l 


inerte conservas dfn los entras dect y emplee 
arar comro 3 y Y slo ds lolis on sema ar dencia lo un | 
denia El ev demucictos del 3 coxe comcho pueden vena Igerament 
mio mes empesar pr O y eminan por AU en RNA (OT y AO | 


SE AEREA 


$ AO 


"Un combi en el slo de cone (por ejemplo. por mutación de uno e les nucgtidos consanso esenciales) daria 
lugar un ayuste eréso. se tiza pora ol cor y ampalmo a iuiorto secuencia consenso, la tiera, ca lo 
ua al nro o pare de 8 quedaria nido en l MAA, Esto conducía 3 la smesis de un polpeptdo aeado, con 
na Inercón grande en 4 secuencia de aminadcids, o icuso on cambio de Joa la secuencia part del punto de 
oración debido un desplazamiento del marco de lectura (pág 350) 


21.3.3.3. Formación de cuerpos o complejos de empalme. 

Elcoro de invrons y emprime de exones está mediado por una asociación macromlecular denominada cuemo 
«smplejo de empatne, o ayustosoma (spiceosome) Est sa forma por ssccacn el pre-mRINA (ardedor delos 
Eros de yume) con veras sloonucleopotsinas nucleares pequeñas [+oRNP, esoninadas US, 2 UA, US y Ue) 
srstuidas a su vez por protanas y RNA nucleares pequeños (SNRNA. del mámo nante), El tamaño del 
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“ayustosoma es de unos 3000 kDa, cn un cosfcenta de secmentacón de 50S, simi a La subunidad mayor del 
Fisosoma eucarilo; en ota está Iormado por alrededor de 45 polpépids y 5.000 de AA 


tomcecprna 
CRES ñ 


_=_ — 


m 


ORNA mado (sos pao) 


Says 
(reconoce las secuencias e ayuste liga el RNA 
> caliza ns reccones de one y empalme) 


+ mntadia 


21.3.3.4. Mecanismo de la reacción 


La reacción de corte y ompatme supone, sparenteent, la supra de dos miss torecióner os que separan 
«el inran de ambos esones) y la mación de Un nuevo eric ester nv lor dos acres. Sn smbaega, el 
mecaniemo estado por el ayustosoma no trnscure de aus forma, o ay acrán de uciemsas y igosa, ano ds 


[en A] 
1 
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En eucariotas, l proceso es tar, con un tano primario que genera 3 e os 4 YA y con transcrtos 
úprmaris separados para el oo ARA y para cada IRA. Tamblón an algunos casos hay alminacn de nronas 

En sl caso de NAS se produce, además de un recorte de los extremos 3 y 5, la sdción, alas moléculas de 
RINA que rola posean. del secuencia -CCA en el extremo 3-0H, Los IRMA especisimene, sue numerosas 
acciones de modificación quimica que Gsterminan que en las molécvas maduras abunden los nucinssidos 
isrecuentes (page 13,21, 72 y TA) dleanes a os cuatro que paran en sine del FINA (A, G, UC) Estas 
modiicacines cntt»yen 6 hace más esstenes ts RIAS 6 o procesos de degradación co, aunando, por 
Tanto, su ortabacdad metabólica y vid meca 


Fesumen dels mliacione posanscapconles experimentadas por los distin pos de RNA 
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Ejemplo: maduración dl iRNA de levadura. 
e ccide asevenci pla en $ 

Se Scinde UL de extremo 3 y se añade CCA, 

LS moiican civalentemente varas aos 

linia un mon de 14 masias 


a 


21.5. MADURACIÓN DEL RNA MITOCONDRIAL 


La tascrción de a molcua de OMA maocandr mano pg 257) preduca RIAS rnscros primarios de 
gon tamaño, Cayo procesar de lupa” a todos os MAA, SONAS y FRMAS Est maduración Lona, lugar 
Dor excinin dal DreRNA y. an ul caso de on MRMAS, tin por poladenición (pero no hay 


rncparmenta 
Formación de apeniza 5) 
—> AENA ARNES RANA RNA, 


Ed 
irserlo 2. 6 "RNA: (00 facina) + 12URNAR 3 RA 
“iranscto 4 a» SERNAS - 1 BINARIA no funciona! 


= cctdor para la replicación de 


21.6 REGULACIÓN POSTRANSCRIPCIONAL Y PRETRADUCCIONAL 
DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 


A posar de que la mayor pora del conto dela expresión génica se rca rante la olaa de iii de la 
Iranscrigción. x avde de os focos de iranscrcón (sap 264), exicion mecanemos de reguacón en todas las 
lapas de la expresión (pd0 282) En lo que respecta a los procesos posteriores a la transcripción pero previos a 
Faduccón, esten emos de contr) ari an a madarción del RNA como en  rarspor al ctopiasma y tambn 
Iravés ón la regulación O la vida meda del RNA en Copas (eeecióna de su degadacón) Por razas de 
macia sa esa uncamere to mo aspeco 
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NIVELES DE REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA EN EUCARIOTAS 
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21.61 Regulación de la maduración del RNA. 


Las dstrus etapas de procesamioto dels pre-RNAS.prviamente estudiadas. con óicamento susceptbls de 
regulen, aque aleta a tasa de expón delos genes Coespondentes. Esa requoción no ad eo lugar e 
Cuanto a la veccónd o acacia de ls acciones do maduración, año que en algunos casos un mámo pre RNA. 
madura segon procesos dimos dependiendo de acá considerada, fomando meRNAS adaptados alas necesidades 
rolas patas de un leo ode una aluacónIsoógca concreta. La inglicacón e este to de variabilidad e 
bi contol del produto nales erome y, por ra. poco conceda ete val lenra mucho que pora an al ftro 
la proteómica (pag,297) 

"Un ejemplo caracterisico de esta foma de regulación s layustoalerativo, que comúnmente desempeña un 
apelan a derancacón celular yen conto del esarallo por ejemplo, na datormnsción del aso Prosa) 
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El código genético 


224 Antecedentes y propiedadas generals del Ig cc o 2, 
2211. Las codonus del código son peas 208 
2212 Los mpltas no se solapa E 
2213. Eset os marcos pautas do lectura es 
2214 Papel adapiador del IRA, 200 

222. Asignación de codones a aminoacidos concretas cc 2 
2221. Tasación de polmucidtgossinitos 209 

2221 Ensayo con romopalmers, 209 
22212 Ensayo on secuencia repetidas de dos nucieóidos 29 
22213 Ensayo con secuencia epatdas de vas nucoidos 20 
22214 Ensayos consecuencias repoias de cuatro nucadidos. 29 
2222 Esidenca uo de esoo ganttco 29 

222. Modelos e EpreRENLRCIÓN cc 
2235. Poma ota 29 
2232 Formato rr 208 

zea Caracter po cm A 
2241. Codón de mic, 2 
2242 Codones de tamación 2 
2243 Degeneración 2 

22431 Hipótesis del blanco. Er 
22432 Consideraciones practicas 2 
2244 Unitaria ze 


E código genético s el comuna de pautas que gn la ranstransa del normación contri an 9 RNA (y 
an detetiva en al DNA) pera la arts de ls protonas.Descrts. anio en pocas como en eucarclas, la 
prelación aro os lenguajes nomas: a sacsanco de muieóido en l RNA (al ampuse on Suar Jems de 
los cios us) y la secuencia de aminoácidos an el pospáguoenguajo con vto fevas e as protinas), Mas 
oncroiamente, el códgo genético establo la comospondencia air los 64 passes ritos de tacos del mA y ls 
29 aminoacidos de tas panas, (Nota: E Focuonto, espoilmente en e aódgo gent yl uccón, lar 
úpaltra “aso” como sinóreno de Tus, e o reas sscuenci del MERA] 


22.1 ANTECEDENTES Y PROPIEDADES GENERALES DEL CÓDIGO 


Hoy sia as relativamente fácil conocerla corespondenca ont aminocidos de una prtina y totes de 
nuciclds del MRNA quelo cosfcan, medante simple comparacón de a secuencia de ambos Sin embargo uron 
mues las proximaciones experrentale realzadas. a parres años 50, que contribuyeron a descfar l cbgo 
genético, ala vez que a entenderla tanscrgcón yla traducción. Siobalmente considerados esos ostdios fun 
“opuesto uno de los mayors els nl sio de a Bloquimia y a Genta 

La infomación previa en a que se basa el conocimiento del código gendic es de dos pos. Por un lado, lo 
colorrte al URNA que, a posar de no se un elemento propiamente cho del cádgo genético, su intervención es 
“sencil para entender a corespondenca ne MINA y potalna, Po to lao, e rbosoma (pág=. 79:21) orginuo 
Ftoplasmatco donde serial sois protaca según sa demosrapeando aminodcidos marcados con sopos 


208, 


cóDico ceNEnco 


¡So descrton a coniuacin as coracaristicas generales y patelaes del cógigo gendico, basadas on unos 
los expermentos más tcresentadyos que han contbuido dencia el cóigo pena ss eacón con la ste 
protica 


22.14. Los codones del código son tripletes 

La ipólsts e los codones sa demoswó al obsemar que cambios en la secuencia de un MRNA conducian a 
“ateracións en a secuwncia de amiobcidos dela proteina seizad [en el batarogo 14) El número mino de 
nucedtds necesa para codfcar un amiodcido” tamaño els unidades de codfiacón o relación de cadlicación) 
da deduca por un smpl cl matematico 


ruedo Vesna para costar 
rucnstos 20 aminascidos 
Truaedidos 0254 más que suene 


ha unidad de codiicación s lia de nueladtidos — 


Por anto, para poder codificar os 20 aminoácidos naturales ss nscesta que cada amincido venga espicado 
por una secuencia de 3 nucedtos, amada triplete o codón. El rate a la craciaisica que delo la naturaleza 
General del código. Obniamant, ls 54 poses combinaciones exceden ls necesidades para 20 aminodido; más 
calarte se analizará como se acomoda se "exceso de nomación (949 295) 


22:12. Los triplotes no se solapan 


Una de las propuestas icils para la irución de los cocon 
comparteran nucieónos 


E EA AA 


PAEDE FERIA] 


(EEE) 
Coen) 
CDE, DEF, EFG, POH, GHI, MIJ, 1IK ... 

3 E EFG, GBL, 1IR, 10M. ERES) 


ABC, DEF, GHI, JKL, MO 
Foc pane ceo E e E, 


En a hpótoss slapame la secuencia del per too rostingo las poses sacuencas del segundo, das 
su vez los Sel aroro, y asi sucasvamante, por lo que la secuencia do aminációos de las prolins estaria 
ondiconada, no podria cer cuaqlera, Bajo ota Mipólsi la ateración de una base aeca a sars codones, lo que 
produc alleracónes en más de un ainoacio. Puesto que estas presiones no se cumplen en a realidad, pudo 
monta que la pola solapanto es nconeca, los res nunca comparen rucicéidos o se solapa Eso 
sara e coxpo genético de todos ls seas vos 


en 0l MRINA fue que tios contiguos 


22.13. Existen tres marcos o pautas de lectura 

ES hecho d que los codonas coniquos no se solapen no mplca que exista señal de separación ar alos [os 
dect, no extsien "comas". "puntos" o trupconas, tal separación slo o hace ota sobre l papal. para acta la 
lacra e ilortacón de 1 secuencia) Cono consecienca, en rip la teca de un MAA en la ducción e 
podra nicr on cuaiguer nucidido, lo que dera 3 ésta como al primer nus del codón de Incio de la 
acuecin. Esto sgnllca la enenca potencial de 1es menta en tusiquier MRNA, dependiendo de en que 
cito sa incl lectra elos cadones: se habla de tos marcos o pautas deJoctura. La traducción del MANA 
Egiserdo cada uno de los lomas tea potpepicos distin 
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pte 
Efe 

DO AC, DER, Gar, a1L, 

EA 

ECN 
Pr de EN 
es 


Sm mbaro, en la uaducción fanta ho como 1 yr) no se mandesia esa aparto amtsguedad (por 
mg, radar el RNA corespondts un Jen) Una vez ca la maduccón según un marco de lectura, se 
pued dect que on oros dos carecen de ntamacón. Sn emtargo, uno delos vos marcos puede representar un 
montaje vado para gen dr Caso de 9 genes scacarts (og 249) 

El marco de echa puede camtsar dedo al desplazamiento en 1 2 porciones del puto denia o, curarte la 
traducción, por Sao acxental de un nuclglo mientras el MIA es recordo par el oso La Consecuenci del 
amb de marco es que pat de ese punto la sacuenca e la pcia uva es ista ala oral Ésto os 6 
mecanismo lizado a vecs para tomar 0% 0 más finas rlaconadas apar den mismo ameno, Tambien as 
sl estado de algunas mátcones utiles, aqua 0 ls quede insertan 1 elena ubico en número o 
múlielo de 309-350) 


22.14 Papel adaptador del (RNA 

Dato recordara que a ectur” dela secuencias de codones eta protagonizada por los RIMAS pdgs 71-75), que 
jrcn papel de adoptadores de la normación genética a sacuenca e las proteins. Intervenen para eo como, 
stvcras cvas espocalendas (mando on arenoacá NAS), que Srgen tos amnoacdos Tac e MA sado 
9 otriosoma, En sue orgia re gar la teracción Gl ree e Esos el amnoact VA [anticodón con ul 
"lla de ases dl MEVA (codón) dtrermando, orde la vaduccón la necrperación dl amino especie 
nte a cada punción del mRIA, Pos tanto coecasrrers como ocre nu en adela >e Co smplerarto que 
Fin codo dntermina o Esla un amina 
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te 
ES 
a 
aunado 


os rc 


cum 
Ea BA o 
Jong DA DNA mesa 
7) > E A 


EL CÓDIGO GENÉTICO. 


+ Un homopotrmanuteddo anita. por ejemplo poh. ciendo por cales con polnucdtido fosoiasa 
(pág, 248) pan de UOP yu cotador sin necesidad de male. 


RINA cebador 


.nop fosa y Mola de po RNA, 
UD como amo) e +2, 


AL añadir uste polutomucaddo al estrato acer ($30) e consttuye un sistema de Inducción n vto. 
sl old cto. 


Ne puntas 
me 
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== 


a y e Ra tg pu PT 
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22.2.1.2 Ensayo con secuencias repetidas de dos nucleótidos 


TT a 
ess since 
encnenda pen apor 


me la 


Ser 


¡GR 


> 


¡Se concaye que ls triples UC y CUC codifican Lew y Sar, Viewer, con esto ensayo o se punde defi 
consapondenca de caca uno. Fueron ixpenmenos posters ls que demostarmn que UCL ende Ser y CUC 
codi La 


222.13. Ensayo con secuencias repetidas de tres nucleótidos 
ara simpltcar, se reresenta dstamente l MN, en ese caso con na ecu inurinclidca repatió 


H 1 

E [rm 

5 | lo 
E [r= e 
0 sistema de | | mad 
la Traducción dy viro [rm 

5 ed E lo 
ES e le | 
E cua |» 
EEES: has 


Se estatico, pues, a conespondencia entre Ty, Tr y Lew con AC, ACU y CUA, de nuevo sn poder det cur 
delos todonas cia caca uno de los 3 aminoácidos. 


EL CODIGO Genérico 


222.14 Ensayos con secuencias repetidas de cuatro nucleótidos 


a 
E 
e 
lu 
e 
o 
a 
El 
E 
u 
a 
E 
E 
ll 
e 
o 
> 
ll 
e 


El miemo planteamiento aspermental pued ser antandido a ras secuencias repatvas (de 5, 6, ete 
ruceótdos), observándose siempro 1 coespondanci entr un cat y un aminodcio, Estudiando aa sintesis de 
vn gran númoro de MAS sitios so pudo descitar la asignación conce de cs tiles (odres), ala ez que. 


e descubro degeneración del chao [psp 298), 


222.2. Evidencia ín vivo del código genético 


Son vais ls expatmentos nvivo que confiman as concsionesscanzadas in vir: an especia, aquéos que 
naa el let delas mulaconos otro la secuencia poi (nto inducidas como espontáness, pg, 344). omo. 
ejemplos tusatos se pueden adelariar aqui algunos Comsendiris a los gunas de la subunidad a de la 
hemoglobina, En ambos caos, la sustución e una ola baso en el gen normal mosca un codón, conduciendo ala 


parón den amioacido Sinto ona seruenca peptiic 


roma 
AMA Lan 
¡Sustituciones de melcóidos en el gen, GA (Gila) 


que causan cambios e un aminodcido GA, (Gl 
el poliepdo, encontradas en la 


dense de hemoglobinas humanas - SAA (Go) 
anormales GGUIGly 

CAU tio 

AA (Asa) 


sición — anomnal 
AG GAA(GO 
GA GIN 
AMA (La 
CAMGin 
GAUIA») 
VAUIyO 
USA AAAM(LyA 
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22.3. MODELOS DE REPRESENTACIÓN 


Se han slaboado diversos modelos (blas, esquemas, ate) paa representar de foma cara y sencla la 
conelacón esten en codones del RNA y ainoacios del polpéptdo traducdo. En todos elos, a secuencia del 
Vit se ras al ccdón del MINA (ds ai la presencia de Uy no de Y), nunca se nuca como tito el ONA 
omo tie atcocón del RNA faungun se puedan y deben faces relerencas cruzadas ne Ls secuencias 
úresponduries) Las boses de cada codón se numerar, ono alampre, en la uección $ + 3. la mama ena queso 
Sita 0l MRINA: a 1 posición sel extremo 5 del codón yla 3 posición us su astro 3 


22.34. Formato en tabla 
La representación más comiemente usada utiza fas y columnas, a modo d tabla o debo entrada, Pueden 
coño dos vananes. 


la 
as: 


HASEINTERMEDIA EBASEDACODÓN, 
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223.2. Formato circular 


Un modelo más recent, posiblemente más sencto y Kc de uta, 
incan: del canto hacia far, os 3 sucedidos de codón y l amindcid que 


a culos concnincos nos que se 
me 


»Nuciitidose 
TE tus el codón 
E 2 use de odón 
Y base dl cudón 
Ainadcidos 


blsicos 13%, Arg) 


con ara (Cys, Met) 
Alcoholes (Ser, Th) 
amidas (Asa. Gl 
aromáticos (Phe. Ty) 
Tp 

alífiico (Lew, Vall) 
pro 


22.4 CARACTERÍSTICAS ESPECÍFICAS 


¡Se pueden analzar empleando as representaciones ateors. Sons siguentes: 


22.41 Codón de inicio 

E codón AUG. al nico que coca meonna, s responsable como cusiue oo codón de la Inororacón del 
“amioacido comespondintaalpolpápid, para al memo Vero pasos a parsulricad de actuar e farma aspecica 
omo codón de incio en la mayoria de os casos (con mucha menos hecuerca se usan como nico avos codones, en 
special ACG, CUG y GUG) Es der, la misa de la mayura de las prtsnas comienza en un codón AU elo 
explica ue Nat sienpre ocupe a posición 1 (nia! o Nomina) de cualquer polpépco recién nmietzado. omo 56 
vera luego (p3g, 208) las proteinas eucaridcas poseen una metonina Nasrina, menirs que en rocas se 
Incorpora como fomnémetonia, Para que AUG ace como codón de nico n sucaas e require que fome para 
e una secuencia especia (secuenc de Nozah, 9,30) 


22.42. Codones de terminación 
¡Se puede caserar an ls representaciones del cio gotico que los codonos UBA, UAG y UGA no coican 
amioaco sigano, ano que causan la nalzacón e lamen peca (pig 914) Se lor denomina codones de 
“stop”. tambien codones sin sentido 
La prasencia de 3 codones de terminación en un st de 4 indeaia que, estaisicament, la sintesis o so 
aargara mas slds unos 20 aminoacidos (3 = 121 =4 PR) Sn embargo, la reg estuciral de los ganas para 


na proteins de masa 50 XDs so raquel un marco aio de lochra con unos 54 codores [masa mada de un 
ido amincscóo = 110 Da; 80.000 09/10 Do = 545) 
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Los deales moleculas dels inoracciones de Watson y CEk (pdg 41) y as menos Lavorabos(onscos de 
Foogstan, págs 60 y 73) son os suites 


Resumiendo. ls pareamientos poses mociantebatances” son tos siguentes 


ETICA] 
din ARAS RARAS real 
EG titi) rc oo cn 
AU itiason Ce) Arcos sol coo 
y A (vasancna) 
A 
€ aan cio 
de” Groconoceoscotonos 
( A imácoasin 
e 
E imán) 


2. Consideraciones prácticas 

Todo la anto otemina que al anticadón de un IRNA puedo Joe uno, os as codones de un MRINA, ensos 
fsaosas 2 raras bases son incas Veamos ahora cómo pusdo calcularse el nimer de antcodones, e número 
de molécus derentes de URNA necosaras para ls 5 codones cosicadoras de os 2) aminascdos, Aunque an as 
Ellas ésta osuna Cira mpracisa, desde un planteamiento tr, basado en el aprovechamiento al máximo del 
Bstncoo, puedo aferarse ques pacesian o menos 31 URNAS para “ser odo el cdo. 


EEE A 
Cn A 


a cr RS 


US PAOLA Cid old 
poc amipodeido yor aminoscida amincacdos aicodones dones 


Diferencia cn e cido genttico de humanos 


AGA. AGO 
ALA 
Loa 


Por anto, comparen el mamo código genético los precanoas, los nico de todos los sucañcts y las 


Tema 23 


Síntesis de proteínas: Traducción 


a 


a 
2312. Caracter monccavinco o posean del RNA 
2313, Fases det vaduccón 
232 Fase prova ntivación delos aminoacidos en forma de aminoaciliRNAS 
2221 Resccanas de aminosciacin 
2322. AruoactRNA srtetaas 
23221. Tos de srt 
23222 Esgecticnd de las amic RNA sitas 
29223 Macario de conccresro d o ameclcdos por a setas. 0. 
23224, Macaramo de raconacmaeto elos JUAS pora ains 20 
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23.1 CARACTERÍSTICAS DE LA TRADUCCIÓN 


e UMIRINA encia pra nicación (IRA an rocas. RA en eucaricts: pá 308) 
< 31 Bon de IRA portacdres de amnoácidos, en loma de arnoacs JONAS. En esidad, sto 0 ol número 
mino necesario tnbcameri (paga 238 y 304-305) an las cas suelo haber Un número sueros de IRNAS. 

¿ltrontes por eelo, 40 e una cta curse y en opa Xd E col st encontrado BA IRNAS 

+ Fbosomon, formados sos numerosos VEAS y pins (29 80) 
2 ÚNMANA, de secuencia dstria para caca papa srtetzado 
< Faciores pois de mico, elrgación y tmaación de a stes. 

En no cia existan matas de stos partiartes: unos 20000 roscas, 10000 moléculas de anzimas y 
tactrs polis, 200.000 de IRNAS, et. So reguero, además, un sono (poo de l menos 20 aminodccos, ATP, 
"renos amincacisnietasas ara actor los amoo, GTP pora varas etapas, gupos reducires, ines (19 y 
1) enzimas auclaros, uc Intervienan, Greco 0 ndreciamensa, css odas ls estructu suecos (nio, 
Excplsma organos y merstranas) A asar dao e preso as muy rá e bacers. la velocidad de Vradución 
ms de unos 20 amanolcóos por segundo. mientas que on scans es más reducida se incorporan de 24 4 
rinoacios por sagundo 


23.11. Sentido de avance de la síntesis proteica 

El primer pecto ás, el santo e el que sa rata sn. puede sr considerado dende un dobla punto 
de vit la secuencia muiolta del MINA se le de 5 a 3, mueras quel secuencia aminoscica del polpágtdo 
e mcorora dond el axvemo amina naci el cats, Esto emo sa emoses por presa vez meda Inutacn. 
de rotacion (recuscros de erectos que antmizan homegicóna) con amnoacios marcados, midendo la 
Facaciidad es a gba ata as data teo de marca 


A 


ER 
v—. 


ear 


CARACTERÍSTICAS DE LA TRADUCCIÓN 301 


23.12. Carácter monocistrónico o policistrónico del mRNA 
Un aspecto Impetate en relación con la Irución es que un MIRNA puede dar lupe a a snies de un 
polpóptdo o de vrs, Eta propledas se eins madri el concen de ción, que conviene stngur del de gen, 
Fun están strechomenterlacnados y ambos puesen considerar una "unidas de tucionaiod genstca 
+ Los MRNAS monocisrónicos,prsentes en proatcas y picos de sucaritas, coca un olo polpópudo, Eo 
ica quel vaducción se nica en un ol ii del RNA, 6 codón e cio, para Ina e aros un codón 
de teminacó. 
+ Loz MRNAS poliisónicos, ques aparecen on prcarta y vtus,codican varios polóptds, pe loque la 
traducción se nia (smulánoamente 9 o) an varos Sos, en ars cosones deco, ata Flare sendos 
cadonas de terminación, 


ANA procariótco 


Caso 1: monosistrónico: un sit de ico le la traducción 
s cin o 


II 
PR 


AIR ua cadena polipepidica 


top ani) o a 


lo traducción, sopas mens prim] 


Caso 2: pollestrónico; vara os de Inucho 
o 


lo má eun $ pas a 


roca IA al 
a E TN = 


AO STO NO varias cadenas polipeptidicas 


Siempre monocistrónico; un sj de ici dela ducción 


5 nn de ne 


y 
AS in mo da 


> eel 
NAS vns cadera potosi 


El concepio de gen [pág 286) coesponde a una región codicarto del DIVA gunómico, responsa de un 
producto gano, sa tn ANA (or transcrpon y mediación) o rola (por ransenpaón moduracós, duró y 
Fosticacin poseaduccena), En el caso de MANAS monocisnics. el concepío de catión es practicamente 
indetrgutdn del de qen La dleentza importante surge sn los nes que e transorten endo un MIRNA sotctónco, 
(portant, sl loca alce organos presos) 

E cancapto de eltón, an su foma genáric, se llrenca ) por ser más ampio que el de gen, al consitrar 
como repón codfcante to al DIVA como al RNA Lambos dan lugar 2 un produc gen), yb) por ser al mimo, 
lompo más esto, pues sa ene como la egin de genoma (DNA) 0 del MRNA que coda un roduco génco 
único Normalmente se engls slo par ota limo aso, or lo que un cstrón s la secuencia de MAA que codica 
na molécia de polpépdo. Rocvórdeso que la dericón más ampla de gen obigata a ncr casos inte como, 
conaecaenca de la maduración posransripional (pag 278) de forma sima ocur on «caso que nos ocupa 
"RNA politico, con una unidad de tanscreión que coúlca vanos productos (conció tambn habluaimente 
omo operin) Por ato, on st caro rata de un on politono 
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23.13. Fasos de la traducción 
Dentro el procexo de traducción se 

pueden sigui varas etapas tas: una. — [Y]ua activación 

previa o de activación de los amincdcins 

Focuncres y tes “en dlerenciadas. 


[niciación elongación y terminación, jo ARARNA, 
un estero análogo al seguido para la D 
repicación y la rancripción (lemas 12 y iniciación 
19) "La, 'macuracón  posraducoiona! 
considerada veces como 5” fase, 5 tala 
oy ade modo Independent ima 24) 'somplejo de iniciación 
IN ciclos de 
elongación 
temiacn |] 
polipéptido = (50). 


23.2 FASE PREVIA: ACTIVACIÓN DE LOS AMINOÁCIDOS EN FORMA 
DE AMINOACIL-tRNAs 


La unión cada IRA del aminotcido corto (al que según al cdgo genético, st codicado po lcndón 
úcomplementaro dl antccón que posos esa IRA) os posblamante a paco más Gto de la espreión génica. 5 no 
0 naco de forma conecta, carece sentido lod el código genttico, Esa unn ocre en lol cesa, como el 
sto del proceso e ruccin y supone la actvación delos aminaácios (en foma de amincaciiRNAs) pra poder 
lormar enlaces pepícicos. De eta foma, 1 las de acuacón dt sl papel conecor del IRA con los amnodcidos 
lato. 


23.21. Reacciones de aminoacilación 

La unn el amrccio con el RNA o vea mediate os rescones, ambas catsizadas po una mía 
“enzima tn un certo scbvo Único en ds centros proximos), Esa enzima es na delas amincaciLIRNA sinteasas 
(atrevidomenteretsas o 28859) 


Frimera reacción activación del aminsácido 
RCMNICOON  AMPPO > fncina ME, Epa AMPLOOECINMEDA + PP, AG IZ ima 
mm CNT 
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nl con HERA 
A 


ES produc fin 
RNA y quo caro del amnogodo (pese pág 1 ara loma 
<intelasas de case 1 (pdg, 304) el éster e foma inciamente sobra el Grupo OH Z, pero luego se conver al 
somero 


Delals ds las reacciones 


LO sminoácido 


Ja 


Po 0 
En as 


AENA 
nicitRNA 


a) 


UNIÓN 


aminonciL2=ARNA 
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232.2 AminoaciltRNA sintetasas 


23221 — Tipos de sintotasas 


Sa han ista muaiud de aminosciHIINA sinotsas de bateas. pants y aimales, cuya maso cia antro 
88 y 1814Da, En algunos casos sw han podido secuencia y cstazar par estudiar su estuetura, Todas as sintetsas 
«atzan de foma smiar la sección de actvación del aminoaco con AMP. pro prosaan lrencas en segunda 
Fcción, la de unión l RNA. Conzetamente unas unen l aminoacdo al grupo Rondo 2 Y cas al 3, siempre del 
limo ruciootdo del IRMA (pdg, 203) De scuedo con esto, y lambién con esencia esucurals. 2 cla l 
Sintetans an dos grupos denominados, espacivamante cla y clase 1 


pd GOA ranseetcacón — sora aminoacidos que resnocen 
mans Glen >> postrer — deenema 
a = Ta mayra Hg Gn Gear Var 
CET mesomeas (1, más gane y pres] 
saca 3 maras Te magara Ha AGN ASP OY Hs Lys PO Po Ser TW 
nm cimétena___ "(1 ln más pequeños e ritos) 


23222 — Especificidad de las aminoacil4RNA sintotasas 

Ya ss ha explicado (pg. 29) tomo la tesis dl balanceo permite que un minimo de 31 IRNASreconcecan 
los 61 codones que roda os 20 amcacdos, Sa forman, puts, 32 aminoaciRNAS learis (debo añaden un 
RIVA espec paraa accroración e a metorina de incacón) Cada uno de ásos nersccnart, través desu 
elcodón, on el codon del MRNA que cadlica el amnoscido comespondenta, En mucros caos, un memo IRNA. 
puede interscinar con vanos codonos sónimos, gracias al alanceo, Por ora parte, al grupo de codonas (4 66) de 
inca amnscdos requiere más de un IRNA, esos se Ramon RAS sinónimos  iscaceptores (9, 71) 

sto papal adaptado dels IRNAS or 1 infomación genttca el MRNA (nucebidos) y secuencia del 
úpolnbprido (aminoacidos) slo punda desempeñarse gracas la especia dls sinttasas er ambos sustos el 
RA y el amncacido. Cada amanoaci RA Siniiasa reconoce un únco amen (dl qu loma el nombre) y 
amb todos los IRNAS cuyos artcodones codiican esa mamo amincacióo (codones sinónimos en al ctgo 
unen) De acuerdo con año exiten an acá 20 af citnis, ES papal de as sisas e, por to, esencial 
cala fóeldad e la sind pte y constuy a sanca del código gent, l problema conta de la ragucción: 
Pax lo, 6 suelo colderar que as ass rerosenan un segundo código genttico 


232.23 Mecanismo de reconocimiento de los aminoácidos por las sintotasas. 

La tracción especifica de un slo aminoácido con cada sintetas e anicga al reconcimiento de cuaiquier ro 
sustrato por a anta comesponderte, Cada amincación arca un un deleminado lugar dl ento sctvo dela 
metas. gracias a meacoioros por puentes de ndrogeno,slectostticas e Nidrlbicas. Sólo se untán aqueos 
rimoacdos on un núm sucio de Inersciones favorables 


23.224 Mecanismo de reconocimiento de los tRNAs por las sintetasas 


La capacidad de una sitas, ospacca para un nic aminocido para reconocer vais RNA. y al mismo, 
tempo rechazar cor, depende del mado como ésos inieracconan Con el centro aciwo de la 2aRS. Esta 
reconocimiento es Complejo y Gletente para cada pare ¡RNA Smetasa. mplcando o 0 las variaciones 
bruces parlar deca enzna (en especial, según que sean de so 101), no también la Interacción con 
versos zonas de a molécula de VA. 


harris de cad cal de WA, ue 
dende eu omic cis lena, Las rones pos de 
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23.11. Balance energético de la activación 

El primer gasto energetico que se deba conser on la Uaducción es el necesaro gara la fomación de 
“MIoACIRNAS porn todos los amnocxdos que Compenen la pina Como se ha desert (pdg 302), ón cado 
occión de aminoackacón veran dos nlaces ost de ata energia (ATP —+ AMP + PP. y PP 2 P) porn 
Formar el nico torera aminnácin y IRMA 

No sa toner an cuna ara l Butaca gota. suque evidentemente es sonatvo ena sluación ul un 
bla, l gasto amen departcado cada was que un armicdo se corra Icorciamente (509, 20), ca 
¡ro supone dos nlacs osa, l habre ntatado un a IA In. ue es plz dure la corección ar 
lares 


29.2. FASE 1: INICIACIÓN 


Esta lapa. preva  a formación del pres enlace pegíc, demana normpimente la veocdnd sic e la 
intsi Tantra de foma semejanta an rocas y eucarctas Sato por la ertd de ls preeias picadas 
oro que la esplcación sa contara en estos Jrs Tata an esta tas como en sde ongacón y ermnación er 
Exacta la inamención de comes amados por a 3 réclas prncpales ARAS, bosoras (completos 
na sola subunidad) y MRNAS además de opos cir jets. comemas nes et Para cir la dorerpción 
ica de ostas sae nunque sn as Conanso al sect, se hace seerenca chos complejos an funcion dl 
mara de moleculas prncpales que ontenen complejos binarios > rca y lomarios (ves molle) 


23.21. Especificidad del punto de inicio 


La traducón nunca comienza por sema, 5 del RNA (gr lo, su ha venido representando slempee una 
“región Ke 5 no tradución. por ejemplo en pág 201) So un endón AUG (pág 294) siuado intemamente en a 
malcula, acta como punto de nc. para lo Cual necesta se seconcción coma ll por el sozoma y al RNA 
incor 


interacciona espacicamente col suuncad pequena dl ribosoma, detindo la lección como todón de nc de 


UNAS siuado unos 10 nt comente ojo 
procariotas 


n rsoaoma.requere ug sl codón AUS fome parto del secuencia de oca y d Lugar un complejo “temara” 
MINA: recaora IRNAL (como severa despues, ol RNA paricpa realmente como metoNINRNAs" asociado al 
lacorelF ya GTP) 


23.3.2. Formación del metionil+RNA iniciador 

Los codones AUG en loz que se nica laIrguecón (duo Mt et exvamo Nteringldelpolpéptdo) on 
reconocidos por un IRNA incor. amado IRNAJ "fon precarias e l suele amar IRAN "pero sarao el 
Frmer nontne de loma genérca). Los codones AUG que Coresponden q, posiciones internas en la cadena 
Polpegica meracconan con un RNA delo. que s lama singemente IRNAY Y. En ambos casos el IRA paricipa 
Como MaONIRNA [tapa prov de activación del aminodcdo pág, 302, 

La incorporación de metia intema coesponde ala stas de slongacón, y tono lugar de la misma loma, 
ue cos aminogcdos la de metorna Nerminal ocure, Sin embargo, durant a ciación y de forma Igeramente 
¿teria en procarctas y eucariotas 

En procaroto (y on mitocondeas y coropastos oucaridtcos) 5 era Meta). que uso es modificado 
con un gnpo Homo un el sama da la melina, Es Gt. hay aminoncilación y formlación ara Incoporar 
Niomiematona (Mel) al ico de la bnducción. Como consecuenca, todas las plenas recién secas 
Cmncan or Iomiietonia, Det resalarse que po o liza Mol como sustrato, tampoco un IMEtIRNA IS Esta 
tapa supone Un pecuaño cotlenergéto adicional para a taducción (que no se contemplará l hacer el balance 
ener, pag 31O) sane la reacción no Consume energia dreciamante, slo hace 1 regeneración del comima 
Eermtapertlt. 


procariotas 
mitocondrias y eloroplastos eucarióticos 


otomana [o 


formación 


FASE 1: INICIACIÓN: 


+ En la traducción lopiasmatca de eucariotas o hay partopacín de lomameñnina, solo se requiere a 
“aminoxcilción para senora maten nc de la mes Por aro. los porpartos orador cortonen 
toni su ro Fermin! 


23.2.3. Pasos sucesivos en la fase de inicio 
En practicamente tados estos pasos sí como mn Ls fases de elongación y laminación, nternenen una ono 
de proteinas Ramadas genercamrte factores prolsicos de mcncón sengacin y temnación Los factores de. 
Iniciación se nombran con la ral F en procantas el en eucarcis y en gener eJ".A part de este momento, 6. 
e descabe latrcucción en eucarctas. para act su seguemento, e esaecerá ua Sión en pasos sucesivos 
Jen la icicón, 30 a slogación y 3 a einación 
Resumiendo, el nit de a ragucción requere la unión del RNA al codón de iniso ALO en el MRNA, en al 
nto del ndo Po papi dl rtoaoma, No ntervanen en mata fe e conón majo [omite aj) AUS mos 
llos A o aminoacilo y Eo de saña one del rtosora (pág 311) 


23.331 — Disociación del ribosoma (paso 1) 

Dado incas que las dos suburadados del rsosoma (405 y 805 en ucaricas),selzadas nl úcioo y 
exportadas aves de los poros ucdsres lchsa. sa arsamsian en st formando ul ftosoma 1US (viso pag. 00 
para dotados de estuctura y composcón) Para su mterencn en a Vaduccén, el bosoma debe dsocirse on 5us 
os subunidades para pom a subtapas spusrtes la unón de IRMA y MENA y al nio de la sinteos 
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FASE 2: ELONGACIÓN O ALARGAMIENTO DE LA CADENA PEPTÍDICA. a 


23.4 FASE 2: ELONGACIÓN O ALARGAMIENTO DE LA CADENA PEPTÍDICA 


Esta la Inluye des la cicón dl segundo aminaócdo hasta e útimo. Seta e un procesa ccico que se 
rape ans veces como amnoicióos sw nconoren Cada co costa de 3 pasos, cación del uevo a2:RNA en 01 
so A del rbosoma, fomacin del entacepopto y Vandiocadón el pepialIRNA a sta. En os inervanon vos 
Factores pmtacon clopiasmilon 9 factores de elongación eEF-To. EF: y eEFZ (los actors precarios 
corospondents.EF-Tu, EF y EF-S 00 srt y actuan de a misma toma! BF-Tu sl roeia más abundante 
nia callao Ecol 

Debe veslarse que la sta de slorgacin no posas capacidad de lerancr ol aminocido que se incorpora, 
io que es suecia únicamente con respect al antcadóa del 22:RNA. 1 incorporación un amincido rca 
Vena determinada for la actuación prev, 8 la aminoaCtiRNA Sntetasa curan la olaa de aciacin, Eso 50 
demostro hacer reaccionar CISIRNAD” con tro de igual para simnar ol grupo tl de Cys y oblanr 
IASIRNAC. Est, aunque sigue reconocienso los anicodonos conespondents a Cy sogún al csgo, conduce la 
Incorporación de la en ls posione sonda el olpépido abona ener Cs 


23.41. Ubicación del aminoacilARNA en el sitio A (paso 4) 

Trae incorporarse l MOLINA sl sto P del rbosoma en el compljo de iniacón BOS, queda aún vacio to A 
En al su prosa la Incrgoracón de cada muevo amincido en la pra vue dl do de rgació. el 
amnoacido 2) po apereamuento el aicodón desu asRNA con sl cnn conespondient del RNA. 
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RNA. 


La entrada de ados ls sucesivos 23 ARA en el slo A requiere que estn unidos l actor de slorgacin eEF-ta 
que. sarlarment al ya osudace para el acto de nacón lF-2, una GTP y tano achvidad GTpasa ito [La 
Saructura delos fntoms 2, 9EF-Ta y SEFZ ea Sl ee 5 y la de Drs plenas lo que sure su 
Frocecenca de una plena ancestral común.) De hecho, a loma habla iv de Cs fodos los ARNAS eS como 
Complejo tema 2aRNA EF: : GTP, Son estos complejos los que difunden al ato A vacio del osoma y 
reconocen en e sils de union adecunaos Sel apareamiento er anicodón y con es coreo, el amisoaoHRNA. 
e ubica de ma eta en Mbosoma, o que proc bis conformaconss que estimula la acidos GTPAsa 
de e£F-ta La torma GOP de eEF-1a no posse aida po el rosca, Werándoso y quecando sl 6 22 A Unido 
lato A, dspuesto par as tapas sigues. 

De forma análoga ao que ccure con el fcor de incaciónel-2 (pá, 310) ss regenera la foma ff | GTP 
porintcambo de nucedtos medado pr un nuevo lcir do ngacón.eEF-1Br 5 prcuco, pues el cuarto gasto 
“nergtico dela tacucción [una molécula de ATP por Cada aminadodo Incorporado) eEF-14 queda asi sprite 
para opor un evo amino 

Debe nsicasa que eEF-Tn teracciona con cualquier asiRINA escepo con l Into, MORIA, que se 
“tstingue de ls restantes IRNAS a a estructura secundaña del to aci. Ds este modo, dun la csgacin, el 
RA iuciador no inendeno on a incorporación de Met nomas. Esta especia, Juno con aya dscrta an ase 
de nico mantra a dual de IRNAS para Met 
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FASE 2: ELONGACIÓN O ALARGAMIENTO DE LA CADENA PEPTÍDICA. 313 


23.42. Transpeptidación: formación del enlace peptídico (paso 5) 

Una vez atadas as moláulas de 20RNA y MELINA)" an ios sucasvos, pep RNA) o os aio A y 
el rbosoma, respecivament, se forma el enlace pepíidco ee ambos. Esta reacción la catala una actdad 
nzimatca pertiransteraa (o Vanspeptasa),localzada probablemente en 6l TNA 285, componente de la 
Subuniad grande 00S; se est, pue, de uns nicoma (pg, 70) aunque as protones toscas cormuje 
oakbemente aque ses ctva 


Delle dela rezcción de ranspeptidación (paso 5) 


mel 1 acto de clogación 
unión delos aminoxcidos | y 2) 


stop cont: soto 
a A A cid 
NN mir OS A 


da poe pd ovino UNA 
un ie epic cmo de pd recreo e amino dl notado me 
Ence Mod ld o 1 pene pom e 


23.4.3. Translocación: desplazamiento del ribosoma en un codón (paso 6) 

Fl bosoma completa se despaza en send 5-3 del RNA coiento ajo), cada 
ubicación nica obre AU E responsable de ocio proto de alrgacón, EF 
conocido como tramslocasa, Est lacio mieraccona pinapamente con la subundad mayor, orgnando campos 
orlormaciónates en el bosora completo qua uta no. Al miso Hempo, pis a unión e un 
uevo a2:RINA en 6 5 A, ovando que so pos ligue co anos e iempo, 


Detalle de la translocación (paso 8) 


lO donde pr linea 


cl pl 
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En esta tapa lens lugar el quinto gasto energétco. pues la energía requerido para cado tranlocacón se 
¿ttne dela haroiis de GTP gracies a una acidos GTPaso que resido en 6 propio acer eEF-2 0 enel rsosoma, 
Tano en eso caso cono en los anterores la iris de GTP eta acoplada a combos cotormacionales en la 
ganar de rada q tacna q 5 ta 0 cgi lau a lucio y os a cvs 


23.4.4 Repetición del ciclo de elongación (pasos 4, 5 y 6) 

A rminar la primera translocación se ha compilado la primara vuela cido de olomgació, lgando a una 
stuación iónica a a existen l comio. so A tro y slo P ocupado por un IRMA, La ieenca ostra on que 01 
INORIRNA, dol sto P ha sido susudo por un dpopistRNA. La elongación coninúa de ona clica (Fura on 
pág. 312) hata que se añado l limo amincacido, La Tagada al ito A stusdo cobro los casonas 2.3. 4, ale) de 
¿los az Rias permita la unn de los siglos aminoscids an sucnttvos ende alongacón Al acabar cada uno, 
de alos, el púpido en cracminto siompra queda unido al RNA del limo amincido incorpondo, Los enacas 
Papi om o Sta lun O amic nord y, oran aora ppt 
ace desde du estro ami leminl hac e camoxdoleminl, 


23.5 FASE 3; TERMINACIÓN 


Comprende los pasos necesarios para Itarar el polpágio ya cometo de su unión al IRMA en el sio P.y al 
iso hempo, secs el mosoma del MRNA, Est solo puede ocunt en fespuesta ala presencia en el si de Uno 
dels 3 codores de teminacón (UAA, UAG 0 UGA en el caso de MRNA codiiado por DNA nubear, y UA, UAG, 
ASA O AGO en l caso d MAA coóficad por DIVA micongial) 

En oucarictas ievene enel prcoso un único factor prloco de tominacón o de raión, RF (Roteasing 
Factor, convasto con procacias dnde existan rs (RFT, RF y RES 


29.51. Unión del factor de liberación (paso 7) 
No este ningún NA que reconozca Jos codones de aro poro quo cuando el oso  ransica obre uno 


¿e os o puede progresar la oración En su logo, lalo RF se Une al rosca e el sio A ets odon de 


cede 
elencos 


polo compl 


ENERGÉTICA DE LA SÍNTESIS DE PROTEÍAS. MES 


29.52. Hidrólisis del peptidiltRNA (paso 8) 


La unón de oRF al bosoma atra la acti poptransíeasa de al loma que como agente nueces 
“pls e agua (an luar dal grupo amino e un aminadcio, pg, 313) Como consecuencia, sa hdrolza el rico sto 
30 OPINA. Urerando 1 ada poigepidca, En ese proceso ademas se Pdls una molécula de GTP. 
cocida lato eRF, lo que Suena e sexto gueto enorgático del raguccón 


23.53. Disociación (paso 9) 
ERA no cargado ale del scsoma. La loma WR: GOP ya no posos anida por lrbosoma y tamesón se 
Iber Fnalmerso, 1 separan ls dos subunidades ibosómicas en ucarias, 505 + 405 » 505) tbaando e ANA, 


Todos los components quedan a deponibls para car la sintesis de una nunca prtuna (excepto e RE, ue de 
racamblar su GDP por TP probatirmentepor un ico sami os osuddos para 2, 0EF- Ta y EF 2) 


23.6 ENERGÉTICA DE LA SÍNTESIS DE PROTEÍNAS 


La sintesis prtica es un proceso onerpiamento muy costoso, quo Ulea una gran proporción de too al 
rquialente en ATP dleponbe en la cia, Focaaulano 10 lo delaaco previamente en £ada ela y oiendo on 
sera 1 repetición cio dela elongación e puede callar el toqueimiento srasgátc ramo (posiblemente la 
formación 9 dsoccion delo numeros Complejos mutmotecbres requiera gun aprte energt adicional, a 
mol conección deprubas y an. caso ds rocas y orgánica formación) 


Resumen de la traducción 


ina —ectvación 


AaARNA, 


iniciacion) 


compleja de hiciación 


(E) 
M1 celos de 
langacón 
laminación f(] 


ina 
[anoición ac 
pts 


Polipéptido = (aa), 
de aaces AY iotal de aiacosTosfto por 
gasto tae paso, PA AA 
Y cteación — Tarinoaciacón GTANAJ 007 — 2porcado a En 
552 nicicón —1 2 ncoporación del ÚANA] 309 no deteminado merasT 
ES iniciación — 13 coreo de incación] 310 por polpepido y 
TA —lengacn HUA (ubicación del 00:RNA) 34) Yporas snaco 2 
pS —eongacio — Plinio) —— MI Tporaa atado ña 
TO Termiación ATT 315 po pollo a 
Tomi 


TENEN 


Concretamente. 30.344 
standar de dra o unos 21 Kal) Aureua pueda parecer, sto no es un desatar 
irayor parte e a onorga otra (01 Kamal) 

niese prteca, Esto de 

Polpégi. Tarn se pierdo eneps cuado un ammoacido sa une un RNA portar y cuando un aa IRA e 
saca a un codón especifico. ASÍ el aparente exceso emerge se amina en corsegur la cas parecida en a 
Faduccón oia del mensa panétic dl mÉINA a secuencia de nio cios de los potros, 
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23.7 INHIBIDORES DE LA TRADUCCIÓN 


Numerosos y dwersos compuestos actúan inpkiendo o diculando la traducción, Su estudo as de terés por 
varios motos. 

a) Desde el punto de visa práctico, porque muchos de elos se pueden emplear como antbitcos, especiamante 
cuando ejecen su efecto slecivamarte sobre célas procariotas (bacaris), aeciand poco o nada a las 
Fucardtcas Precisamente el esto da sus mecanismos Je acción ha conrudo ala lago de muctos años 3 
ú«escurecmiento delos datos moleculares del pocaso de traducción. A aso rospeco. debo moncionarss que ol 
ko lndicciinado (an contl médico) de los antióicos ha cado una rest tactorana de gran 
"azcemderca tant con respecto a fra bactean estra como 1 apa de las neccones. estas aspas 
¿ebon sr sterdads de loma especializada, en atados de Miobilogla 

db) Desde un punto de vista oro, por el papel ctrl del ducción enla via collar. Son mucros los antics 
y toas que Bloquean ointerioen en eros pasos de la sintesis rc, deforma más o menos sspaciica, en 
Procanolas y aucarctas. Esta ospecficiónd as la mejor proba del lrenca oir la maqunar de raducción en 
“mos tos de organismos. 


Fl efecto iidor puede ejercerse en distintas etapas del receso de trucción 


Elec 
Etapa afectada — Ejemplos sobre Detalosdolaacción 
procañotas 
eucariotas 
Faiacon dos Mupinona PEO competivament a Te FA Seira 
aranoacidos [0400 preuomónico) vindo la norperación de e y deteniendo la 
sintesis proteca 
al Ear Pb a de mado meva aa subunidad mero 
(paso 2 complejo. (un amnogicósido) 305, por nierccin con varias de sus protuvas y 
de remcacion) cone rANA 168. Dilraona la arta de el 
¡RNA incor y tambn produce aros de 
lecho el MENA durante la longació, 
ineie co el apareamiento codn/amicodón 
Pacamiena E impide bicacón de MStIRNA inicador e la 
subunidad menor 08. 
honor E imp formación del comple 
eN 2 GP 
riera E induce la xpresón de una pratema quina que 
testar a lE:2. Inactvándol (de foma símiar a 
HCL pág. 320) 
Tias Evan Ps un aun tasca an TANA 235 e 
(paso 2, zamiejo subunida mayor SOS, Impids la asociación con 
Se ncacn) la mubondnd mencr. im acción post 2 
inerinando  Wanccación 
Bogart P>E Sa unen aa suunidad menor orinando Eon 
(posos, la jac del sa RNA alto A. 
cación) iron P—Boque a ciació de GOP dal Tato EFTu 
(eculvente sE o sucarótco), lo que evt 
mens Es uno aprluinas dea sun Mayor SOS. 
(akcoprteina de orgen oqueando a unión de a3RNA : EF Ta: GTP, 
vegetal con 2 cadenas, y postlemant ambén de sEF2 
AY la primera sa dueapesidadeny 
toxina, 56 kDa] 
Brain Crea Py Sana sacivamente una preia de a 
(pasos, mtocondl. ubunidad mayor 505, neto en a 
Pnpretaación interacción el 20:RNA con el entro av de a 
peptatransteraes, omo bir compe 
aan E Simirmente sl ornfenica, io a acido 
pepuomansfeasa pero só en el stosoma 
cardo (subunita mayor 605) 
Parana PYE —Anáogo estructura del a JRNA, forma nia 


con ppt provocando s erminacin 
roma 
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Elongación Aroca Pa mayoria interaccenan con el rRNA 16S dea 
(pasos, denios deta unid mayor SOS, impidendo la ación del 
aslocación) — estplomena, Factor de elongación (EFG equvalote aL EF 


(aj. getaricin, 


Zescariólco) Las mecanismos de acción son 


Kanamiona. neomicna) eros 
Esparsomena E into lavarocacón 
Ao fido” PyE Se une de loma muy staba 
EFG: GDP rbosoma, mpitenda la Iseración 
do EFG, Tamtsén ib 
escaritic eouvalente 
Toi Sa E ésialzaunaresccón que acia JE de 
(proenzima prota de Jarma seversblo (ADS -bontacón acosta de 
2hD latas es AD, act un suo» modicado d 9EF-2) 
tragan e 21 kDa) 
Terminación —— No sa conoce ninguno 
seais Tetracichina , 


Clorantenical Sel 


To 


Cicloheximida. 
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de buon de, 


Jomar 


La sectas de la mayoria de artótos y ona sobre organiemos pracarcas o aucanalas s poste 
acia alas Gferncins e su rboxomas, a! como, n algunos casos (or sep tevacicnas) la ncapaciod de la 
"olcal d armwesar la membrana cer de organismos supenoras. 


REGULACIÓN DE LA SÍNTESIS PROTEICA: NIVELES DE CONTROL EN 


Desa un punta de vista bso. sl debemos referis a una stuación genera, dela có de un grid 
acto. Ente Ie prosas esceccss que Se unen al MRNA recn Smnizado y ayudan a su transpor ura de 
teo e encuen un cor raaco mitico, que Icy al IFE o proteina de unión al caparuza (CB), ja 
stud por su papel en el ini de a raduccón (310) 


23.8.2. Control de la capacidad y frecuencia de traducción de los mRNAs 
Una vz que sl MRNA ha icntado el copiasma, e conto de su traducción sa ejro esenciimonte an la 
inci, cando de esta pati, Paleta pla omactn del coc depreciación 15, 
la acid dels factors de nico elF-2 y eE. o ben aves dela infuenca de astucuras secundaria e 
A or mi ros a Sa hb rancia, ue puc mcr Eh nn 3 so y 
ento de Mco. So esti coninuación con vera deta dos ajempis cuyo mecaniema es en conocio 


238.21 — Ejemplo 1: Control de la síntesis de ferritina por bloqueo del mRNA 


Lafemiúna es una rolas cuya funció es almacenar hier, como resarva para la bosinesia de hemoglobina 
niogioia, cromos y ota muchas potinas yal mismo tempo protegiendo ala cla corta tpuciad dl er 
lloro Sy sisi so controla a rvos delas ptinas RP, ue so unon la región er 5 o tacucida el RNA 
ipiondo alo de 1 raducn, 

Las RP o proteinas reguladoras del hirro (ro segle pros) poseen la casacdad de untsa al MR, 
con diima aflesd en función de la concentacón nacos de ase meta Por ejemplo, una de als, la IRP-1 
Cuando sl ro es abundante lo incopora en foma de nudes erat (Juste Fo) y o intraccna con 
ANA. Por el sonara, cunsdo el ero es escaso enla có la IRP-1 no presenta ol núcioo Fes y adopta una 
Contormacón que lo pemte unir con lavada aliada na Porqlla de RA con buce (pág 59) Ésta se conoce. 
Evo motivo IRE 6 elamento de respuesta a hierro (or-maponse element, por 1 que ls RD se tamon también 
Proteinas ligantes de IRE (IRE-SP, RE ondig pens), Ext un mobvo IRE en 1 región no traducás (pág 245) 
BAENA ds feria, l que so unen las [RP mpidendo ul wii de 1 ducción y recien as la concantación 
inrecolls de femsa. La cála se adapla a la escasas d Pero, evtando La sintesis de una proteina que no es 
ecesana, Por contaría, en condiciones de ancoso d ro se seis Isremante a tema, pra poder rato 


sn TRE 
DRNA S y 
seferritma repán a" región 
a o 
(EEES) TES 
o Ds 


lidia sopla 


Fsste un ejemplo muy sima de reguación, cordinada con la anterior ero sto coso contlando la ita 
medi del MANA, la que coresponde 2 ima regulación pretraduccional (pg 200) Se Uta 90 recepor de: 
ansterna. una proteina 9 membrana necesa para que ls llas capi eso, En condones de escasez de 
Mero la praia RP se une lambión ste MIRNA, que poses 5 mevos IRE, peo al asar ástos en 5 región 3 o, 
1aduca e electo es de poección del mRINA frente ala degradación E consncuanca, 6 snotican más moléculas 
dolracopio e varstria apar do un mismo RINA, capactando a él para capar heno con más aia En 
la stuacón contara stundanci de hero) IRP no e acta para untso al MRNA. que se degrada más rpitamente 
rodueiendo la simi del receto, ya no an neceser, Arts mecanismos de regulación (raducción dl MRINA de 
fertina y degradación del MRNA del tcepor de tanseria) clan al unico con un mismo objelo a adapacón 
dela cla la disporiblidad de nero 


de un factor de iniciación 
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Modificaciones postraduccionales: 


maduración, plegamiento, tráfico 
y degradación de proteínas 


244 Introducción 
242 Tráfico o denino delas proteinas. 


242. Maduración o procesamiento del polpáptido naciento. aaa 


<) Hiaroslacón 
8) Mención 
241.12 ncoporaión de gúcdos gosiación 
Caracteristicas delas lcoprlinas 
$) Tipos de genalacón 
<) Bositeas dels gecoprlins. 
24:1.13 Modrcción con idos 
a) Aclación (cios grasos) 


2322 sean e tscurors de homonss ens 
244. Plegamiento de proteinas. - 
244.1. Mecanismo del plgament de as proteinas 
2442. Prtinas mplcadas en el pegamento: carabiras moleculares 
24221 Tios decarabias 
a) Carabinas de tpoHep7O 
E) Carabinas del tpo Mapeo 
24422 Función dels cartas 


24521 Ubuina 
24522 Señales desencadenanas dela uquiinacin 
2) Ressuo amo temina 
E) Secuencias PEST 
24523 Protwacasmsporsabis de ln degradación 


322 MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES: 


24.1 INTRODUCCIÓN 


La smiesis pots 0 tmina con la berto de poIpépido del complejo de traducción, sino que a todos os 
úoantsmos s enun una sera ds pucasos para que el mensaje nea! undiransonal del polpápido(secuenc de 
“aminoacidos deternmada por secjanca de rucsótdos dl MRINA) 6 transforme en un monsaj Ircrensinal a 
Fstruciura nata de a pratin responsable de su función Estos procesos recogidos de loma conjunta jo término 
e maduración o modificación postraduccional, costuyen el cololón dela seis protec, que a vcos so 
«ontadera ll zo dela inducción doputs de activación dl aminoácido, incio, elongación y minación. Por 
veras razones, especialmente por un esto excaso o parcial hasta hace pocos años. estos procesos no han 
recibido la conseracón que merecen en cuanto a su Imporanca par la célula Los avances logrados ya porten 
ner una valón gobal, aunque aproximada, del fecomido que experimente la polena desde £s sine hasta 
Ancón 

La maduración postraducconal es esencial en odo momento y cstunstancia de la cétvs mucantica. Cada 
«comparten sbceldar requiere pels Kfeenls, que no 20 amelcan an 6l, pra sus variadas funciones" 
aciviad alli de rocines en ldas las vas metalicas, papel estuctura an a montana collar, ranpore o 
imacen de moléculas Joves, funcón mora muscular, tramamsin de señales nta. ercer, rguiacón dele 
expresión génica, al. Incuso las máocondras y compis, que poscen un genoma prop. necssan mutua de 
oloinascodiexdas en lgenora nuca, que lugo ten Negar hasta estos ogánulos. 

La varabidas on cuanto a condicenes y citnstarcas parar en cada Up color y ln amp y 
complejidad delas procesos mplcados en a modificación posbaducconalhacan il su descrgaón. A ato, 
segura un esquema relatvanente común y adaptado a la fesidad colar aparetemeno logo. dividendo el 
procesamiento pastaducconal en os siguinias opacos. Debe señalar, sin embargo, que ls  pmeros procesos 
lonen luar gonoraimento deforma senutáne 

1. Teáco o detno delas proteinas hacia lrantasIcatzaciones,subcauaes  exraceMaros, para el ejrico de 
ss fanción 

2 Masuracón procesamiento de popeptdo. Es e asgecio esencia dela mociicación postraduccona Comprendo 
relaciones quintas dels amvoscdos y simiacin de tragmentos e polpeptro. 

3. Plegamiento comecta del polpéptdo hasta lcnzar su conlormacón Diego ctra. Requiere, en mucnos casos, 
tna macuacón previa or modificación química. con aque plegamint y maduración esin intmamente gados 

4. Es ertncas, una vez quelo proteina ha gado su destino y cumpádo su misión, cuando se debo desc 
tambi su csabolsmo, su degradación hasta aminids. 


Con est roces se cera deivomenteel"cclo Boga de 1 proteina", s de. 


váfico 
PP volar 
Jegamieno 
sie SS ción 


minvicios -«—— degradación 


24.2 TRÁFICO O DESTINO DE LAS PROTEÍNAS 


Se conoce como fic, deso, spogénesi a inca "easiicación” de polinas la ua que siguen estas 
moléculas ena có sandia hata alcanzar su jocalzacón (nracelar o exacellar) donde pueden ejercer su 
Función, y los mecansmos molscuaras responsaies de que sigan esa ra. El Wifeo se desemla de foma 
estrechamente conectada con la maduración ye plegamiento dl polpópido, 


24.21. Compartimentos implicados 
El válico de protinas en har con rfoonca al coso, ala membrana pasmáca y a os compartimentos 
cardos. prosantes en 3quil los ergándos. delnlados por membranas, constuyentes del amado "sistema 
endomemtanoso 
+ Ratículo endoplásmico (RE). Es un sistema Invacear muy ramicado, plegado e Interconectado, de astucia 
variada canales sfras, bos, iemas spanadas, con un espacio ore uz uan) aio del tos, En 
su mayor pare, l RE poses bosomas asociados a £u suport cs lca (formando 9l RE rugoso), donde sa 
realza la sees de las puteias ntegrals de membrana calar, del RE, dl Gol y de Hsocomas), de ts 
destinadas al lumen de RE. Goo o Isosomas y elas desinada a secreción. Las prolíns con destino y función 
Escsólios, muceaas de vos oránulos (máocandras, cotepasos, perosomas..) e snttiza en rsosomas 
o asociados al RE, Las pinar e Incorporan sl unen del RE de foma cotraducciona a la vez que 30 
Finteizan), para ai stos peros pasos de la maduración. La salda del RE 36 hace bajo la foma de 
Pequeñas vesicus. que se diien al aparato de Gok, lsosomas ala menta ostema 


+ Complejo o aparto de Golg Sa aa de un comparmento sudo eno el RE y a mentorana pasara an 
na Saposicin (cra Sox" onde el RE y ara "ans" eso ala menvsana) ue fact ahogada delas vesículas 
dol RE cargados de prtinas Et lormad por un aplamento de sacos toas aptanacas, con loma de dnco 
(dletiosomas) o neconeciadas ene = Lor paspaptdos sue 294 nues rocesamentos fusta ar a 
oliva mada, y dotada de a safais moscuresPecenanas ara ova detro al Las prole on. 
moni l oso en nuevas vescdos que 20 Gran a opindo aoecuaco 0 hacia la Menta entera 
[abran esto ronspre lambien 5a procesan muchas Prueinas por escsón precia) En el caso de lan 
rolas que la cla secreta al extras, 50 Jubla de vescutos de secreción que nalrente se funden con la 
Frambrara colada liberan su conienc al esteros clas por exoctosa, Adonás de esa unción 
"parao de Gol misén da lar alos inouoras. cargados de entinas Iuris, que o 0 degradan 
rolcals scams parts atacar corpoacis por amdociosía (mecano a unén. 


+ Ouos comparimentos. Aza con mercy Imscanderca en lo que respecta al Yálco y la mocuracin, poro 
bvomenia on iprtancia Arcor y que arts on desiro pedo de sus prtonas1uspecivas, deben 
ano ls corola, ouomas. a 


24,22 Tráfico de proteinas en ol citosol y entre orgánulos 

Todas las prolinas comenzan su sitas en el CSoachlecegto ls coicados en os gesomas miocondna y 
«dorplato), La ave el praceno por que las proteinas e Gran 2 oclzación son señales de caución 2 
secuencias señal que loman pane de la rotena nacente y Segen + talco de la molcua hacia discs 
Comporimiros de act, Las prova que no present sscurncas seña permanecen en cios. Estas señales 
vto ser regones contras de a secuenca de amnotcoos de 15 4 60 resduos. trecuenterente Studios coca de 
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ES aspecto más destacable del ático invaceuir y más comunmente ssudiado es el que coresporde a las 
proteinas de secreción. Ese cure de foma muy compa y ves, vés dela memtrana del RE y compij de 
Go. Ese sistema de transgone mploa la invoduccón de a cadena polpeptca (sntetzada en la supero del RE. 
rugoso) en el lumen, aves de a membrana, a sala de la proteina comploads en vescaas haci el complejo de 
oK y. Inalmenta, su transpone en vesiadas de secreción hasta la menta plasmática y 5u secreción 9 ero 
Éste será el nico ejemplo quese estu en deal, cominuación: nose abordarán avos aepacos coros, e ra 
interes poro que escapan al caracter graral de prsente lo. Entra sos pueden carla Integración de prtsnas 
“na membrana e cusiuer rgánulo, el rico  orgánuls espaciales como moco, oroplasto o perorisomas, 
«l ronsporis bj a forma de vesículas de secrecón desde a RE complejo de Goky y ala membrana plasmática, la 
Koeracón fal 9 su contenido por esccoia 3 atar Callar la portón e prtelnas de modi Scandarte 
recta endoctoss cli po recelo 

Como ejemplo de ono po de destino, cab mencionar sl vá de proteinas el coral núcleo para au 
Incorporación a la caatna 0 €u intemención en los procesos de picacón, tansorción y maduración 
Bosiranscrcionl Estas proteinas deben asar a Paven delo pros nucleares (stucuras muy compleja, lormadas 
por hata 100 plenas dlerate, que araiesan ls doble emotura nulo), A aves de os poros bna lupa 
Igusimonte el vo, en sonido muero, de las moléculas de RMA y las mutunidados rtosomales, ainizadas 0 
ensamble en el núcleo, respectivamente. Aunque el paso puede ruslzars por loro fusión, araca ox una, 
“hión Selachva, sn despegue de la estucua tiimenicnl (a dlerenca de ls gts Ios de taco), Se ha 
propuesto la presencia an las prosas que 50 han de tansportar alce de une secuenca señal (secuencia de 
Iccalzación nuca) rats d la cual se unen oras "potinas reeplores de imporación nuca”. que dirigen lo 
rvada a rves de os poros, con la energia Iburada pr dra dal STP, 


242.3. Tráfico de proteinas de secreción 


24.231 Caracteristicas del péptido señal 


La secuencia señal para ls prolsinas de secreción es nomaimento una secuencia petiica cora en extremo 

terminal dal porpápuicorecón antetzado, que se denomina secuencia señal de sliqutado,stiqueo, póptido. 

señal secuencia ide por su poscn Nelemial) Presea uno más residuos con carga postva (La 0 A) 

segados de 5 3 15 aminoacidos Iuboléncos y de unos pocos residuos relatvamenta posars y de cadena cora 
pacaimente y ya 


) 


IN MerAloLooTp- ento pi tea so 


Como o vorá a coninuacón, vs frecuenta que l pipi soñal ss lmine, pr la ación de ua protoasa de la 
oñal o protensa sañal En estos cas». 1as potonas ren sintetizados. aya secuencia senal ún no se Ma 
minado, se cencminan formas pre proteína. paa aterenciaras dela molécula que ya ha sutido la protesis del 
pg señal n signos £asos ésta a 2u vez s una forma nactva que precisa un procesamiento aciconal por 
Frec, pr lo que ela lama pro protein, y £u precursor clas, pues, una pre-pro proteína (pg, 33). 


24.232. Mecanismo de entrada de la proteina al lumen del RE 
¡Como e na indicado, tos as proteinas oyo desino ps la membrana cer, la membrana d RE o Gol, ol 
intenor da eos once o la secracón l exit so titeizan en reosomas asociados al RE, Adomás, recio 
comenzada susntess la cadena poípeptida sa indus al naror del RE, se transloca al lumen, La conición nica 
 mproscndtdo para esta iranlocacón es la presancia on la cadena polpepca de la secuencia señal. A 
Comunión to ost con eta alo proceso concretando para caso de groleinas de seccion 
*. Preer proceso de unión La secuencia señale snitiza proto vas el comienzo de la ruin, por str 
ústuada en e arena amino del popópiconacarte, y amerge el bosoma cuando el poíáptdo alcanza unos 
o mminobcdos de lorgaud La secuencia señal es onones reconocds rapidamente porn complejo prtaic 
stosole de gra tamaño (325 xDa) amado parc de reconocimiento ela señal (SR?) 
Estucturalmant, la SRP es una rboruieoprotina formada por 5 palpópidos y un RA [del grupo delos 
As clopiásmicos pequeños o scRNAS. amado en concreto RNA 7SL. con una stuancia rulacionada con la 
Tank Al de DNA repattwo, pág, 116), El RNATSL as el responsa dicto de reconocimiento ds la 
ca saña 
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2. Segundo proceso de unión: La unión de a SRP provaca una detnción tomperal de la aongacón el posépuido 
en el seosoma, hasta que l complejo antaor (MINA: rbosoma : aa.RWA * polpápido naciente + SAP) 
Coniacia con la sipric Eolica del RE, donde la SRP a roconción y e una a una prole met de la 
membrana de RE, tamada protoinarecepora de SAP (SRP.R) o proteina e ancaje Como resutado todo 1 
mpljo queda fp tune l RE 

E ecepor de SRP os una proteina heteccmerica con a capaci de uni GTP y de catelzar su dr 
(actvdsd GTPasa) La loma con GT undo esla que interaccona con la SRP. mientras que al órlzaro a 
DP pierde atras y e era la SRP 

3. Terr proceso de unión El complejo ha quedado cspuesto sobre al RE detal forma que se favorece su 
interaccion con oa proteina negra de 1 memerana do RE, sudan una postón venal a SRPAR Esta 
nueva prin se lama prooinarocepira del ribosoma osbotorina porque su mulón as, precsamento, la 
da reconocer la vtridad mayor el reoacma que fora pare del gran compj y mediar en a estas del 
oipeptao naciente al noir dl RE, stectuando un papal como “peo 6 la romana 

3) Como consecuencia de esencia” acure o siguiente: La ubanidadu de SRP-R hidroliza e GTP unio, 
dando SOP y P [gsi energia un GTP or polphro), 

b) Se socata SRP, quedando lponible al col para volverse a ompir (io da SAP) 

+) A lberaro la SRP e smina la iibión dela toduccón, es dei 6 reanuda la sintesis prota, a e 
amen RE: 

d) En la nboteria so atve un “canal de tansiccación” que permite la entrado an el lumen dela cadena 
Flpeplaa crecente De sh ls nomtressematvos de translocas paa ora y de complejo de 
kranalocación paa complejo qu se famá. 

4. En la caro lin del RE, asociada ala porción Inenor de as sisooias el poro, se encuenta una nueva 
teina neral de mentrana amada peptidasa dela señal, uas esca ul pópdo sonal, esparándolo del 
esto del polpépido en recia, Una vez Ierado, aquél 5 degrada haa amadcidos. 

$. La fnatzación de la siniezs en e lumen del RE, con Iberaión dela polína, ocure cuendo el extremo 
Carbo del porpégido ha pasado através dela momtrana del RE. El isosoma ss dsocia entonces del RE y 
Se desorganza tdo el compl de ducción para volvera reirse ocio del eosoma” 


24.3. MADURACIÓN O PROCESAMIENTO DEL POLIPÉPTIDO NACIENTE 

Conceptuaimante es el componente más seco de a modcacónpostradurional Puede tner lupa as haber 
"inatzado la sintesis, una vez rado sl popápic dl rtosona o, más comúnmerte, deforma simutnea con a 
traduccn, es dec región dela molécula quese ha asterzado artes lermunal) va sendo modas mientras pín 
se sta lorgando sl polpagtdo por una según más prima a exvema Germinal Esta segunda pont recho e 
omeca de modificación Cotraduccional aunque ls procesos sugos son os mimos en ambos casos So lc: 
Fnzenas y olctormemspecens para una muta de racconas de moscacón. 


E 


rob 
A A 
> 
La maduracón mplca ds grandes 1or de mosifcacones de potpépio: la rnstomacón de las cadenas 


ataca de agunos aminadcidos y a cal protec 


24.31. Maduración por modificación de aminoácidos 


Diversos amoscidos del poeniao. sem en soncones especias. mr reacciones de modificación 
ua, ae0 atada PnIMINCITArAA Sn doctor a Cortrcarción Mp res e a mas Pecuento. 


24,311. Unión de sustituyentes a los aminoácidos 

Es roce ln ación de determnados Jugos ¡como aceso. carton, tota, roo o meno) a cadena. 
atra de aminoscidos o os extremos ame. > Carbon omnes. Se Pan desert más e un Criar de run 
“amicscidos madfcados veamos anos de os ajegos más comunes. 


a) Acetlación 


O ser (5=) 0 acetil-Ser 
cadena 
Er, O 


NCOSCAA const 
a) LO—CH 


MADURACIÓN O PROCESAMIENTO DEL POLPÉPTIDO NACIENTE 321 


b) Carboxilación 

En algunas potes se añado un grupo carbono a cadena Atras de un arancaci, po ejemplo al-CH de 
Asp (dando Penco) y Ge (;coorgutarato, es later de cesguicin yen pias oscuros 
oleo) 


cadena 
polipepidica 
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9) Hicroxilación 


Vafas hidroskaas, presentes a el eu endopltamico, catatzan la incorporación de grupos -OH a algunas 
Proton; por jomplo, an Proy Lys del ccógeno, 


o Midroxi-Pro 
prota ci 0 
(ARCE 

y on 

0% Ls CM, 


e e 
tii om Ol 


e) Metiación 


Pisto na rcorponcón de mao ug camina decena ura e Ly, o e algo rato de 


metil-Lys, 
dimetil-Lys, 
trimetil-Lys 

(CH) NH 


mettransterasas. | Cht)yNHÉCH: 
a EC 
A —_— Ma 
grin dni de pus meo 


e A 


'", 


24.34.2. Incorporación de glúcidos: glicosilación 

¡e Fama gicosación ala unión coralent de cadenas de oligosacridos (o glicanos 3 la cadona tral de 
gunos aminoacidos en ls proteinas (xcuaimente se prota l pao co. al antiguo glco. que queda reservado 
ara lo especia de gucosa) Esta molicacón es mu frecuente en poinas de memory en aquilas que le 
dida secreta al exter (evo las que 5e Incluyen las potinas plasmáticas), y menos Común an proteinas 
¿sracalaes. Por ora arte. es aracteatca de cucanctas y Vins, pero Inaitente e pocaratas 


a) Características de las glcoproteinas 
Las gicoprotinas en su corno no benen una lución común derida por la gicoscin. Sn embargo, ta 
acción de azúcares doo un papal esencial en la estructura y enla funcón de cada una do elos, Por ejemplo. 
la glcostación 
+ Commtupe a establecer la conformación de apretón. 
< Amonta su estaba (por eempo fono al alrtamonte) y mu revisen a gestó por presas. Como. 
Conascsenci, aumenta la via medía en plasma [dismi el aclaramiento) 
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+ Hace las poleas más hdrficas. aumentando su sota y, po aio. Ezra  meraccón cons cotas 
el atom 

+ Agora esuchras Indivdualzacas que medan la imeracción con recapores espacios y son imporants 
temente amgencos. 

Son imumerables as potwinas que están Jicosiadas (más que ls no gicstadas) ai como sus funciones, y no 
so scutván en st tanto, Como meros ejemplos que ro representan el count defunciones. Cate ars papel 
omo have delos dtris os de grupos sanguíneos entr años quo ABO (249 360) cuyos arigonos A. y O 
“son olgosacándos Constituyentes de glecprtinas y capos presentes en a supere e os ertrocos y de oras 
alias y en gicas de secracén Por ara lao, un método nanaro de vilarcia de la dabeto es la meda de 
hemogiobina glcosada. cuya Concentacón Gepende de la de guccsa en sangre (a hemogicbina uno 
covsertemarto la gucosa que araveca lrenente la mentrara ervctara), Iguamente, existen atxndartes 
"jemplos de patolagís provocadas por a ateaci dl patron de gecosación 

La unón dels olgosacádos, que hon tapar lante foma coraduccional como posraduccional. a lugar a 
una gran varedad de giccrainas an ls que la pra guia represa una soporón Lainén arab de lo asa 
leal La clasica de ls compuestos que posean gucidos y sospáros como pare de ss melécla no 6 sancta, 
otido la gran Sweridad existen En ups caso, xaen Sferencis trio en cuan ala proporción de ln. 
paros guides y saga coma 10 de azúcares que pac yl loma como se unen en a A gut de aqu, 
le deserción e hmara o relatos icon promo Sc 


¡caos de tamal os oieace o) amado urge 
a pa poi ap e 2 5% e la mat sa 
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+ Oligosscáridos unidos por oxigeno (O-pcoprasnas) «t acer se une sl stomo de oxigeno de cadenas 
tatertos de Ser o Tre En genera, los Ogacanos, cigosacándos Ounidos o unidos por O son estuctuas 
“encia, sunque Varadas. Los más frcuantes tenen como base un residuo de Ne scsllalectosamia unido 
Sere o treonna, poro us unones sosasame, palacostidoalsna, rabiosa dopo, 
e acatigucosarine senalreonins incluso glacioss tina [con un eraca S-gicsidio) 


ama a 
monosacirdo — wo Gross — Naco gc ES AN 
ara 17 CENAS Man Fue 
om o mn 
a o on o. a 
CET Guo MO 
NN ANA Ode 
bn Maroc, ón 


TN A ENANA) 


abreviatura: Gal Sut: Jn nes 
m9 gu 19 o NETO 


representación abreviada 


+ Oligosacáidos unidos por nrógano (lzicoroteinas) el azar se una al toro de nrogero amiao dela 
cadena atera de As, Esta debo fear paro de la secuencia Man Sar. donde la pación de Sar pude asar 
cunado también pr To Cy y Xo Y on cualquier aminodi ascepio Pro. Las eswucuras de os Jégicanos, 
igosgadrdos Acunidos o undos por N son mucho más compsejas y diversas. El 10 de monccacárids 
Constituyentes es genermentedfernta del de les Olano 


Alrededor de una eswuctr corral común se unn monosacódos muy versos (ácido sico, galcisa 
acatigucasamra .) tomando cadenas con dsinas disposciones De acuerdo con ets, los Nglzanos se 
Clasica en pupos. cor en manos. complejos e hibidos 
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e) Biosintesis delas glcoproteinas 

La neoporacón de as cadenas olosacaridcas al pofápico s uno dels pinceles procesos mataboicos 
que tenen luar an e luman del reco endeiásmico (RE) y del aparto de Gol, Las proteinas. por tanto, se 
mantener asadas del copias duraie ss casación, que tene lugar mientras a grctin va vano a lrgo e 
la rta reli enscpdemico > vesculas de astoroncia —» aparato de Golgi —»vesiculas de sacrción  desino sal 
dea lesprotena (pag 331) 

Los O-gicaos y Neglcanos so siitzan po rutas motaóas cramert corents, pro e dos los casos la, 
unión de los monosacáridos ext catalzada por gllcoalransleasas, especiicas no lo para reconocer el 
ronosncando que 1 maorpor la coda olgoracariica que acts de aceptar, no también pava omar e enaco an 
posiciones muy deis del nd de cad una dels aziares Estas sra se ncuentan n l ner del aio 
ndopiasmico y del aparato de Gol, asocadas a su membrana, Para podorsa emplear come sustratos los 
Fronosscáridos deben estar avados por unión a nucectdos,conctamerta, como UOP.GE, UDP-GINAS, UDP.Ga, 
UDP.GalAc GDP-Muan. GOP-uc y CvP.Sa. En otros caos, el precuror es sl azirar unid a Una mol de 
¿nic fun ido openoi) 


OP cal UDPalcios 
gon S po] 


+ La adcón de los Ogicanos al escuo de Sor o Th ss restza directament, por unión sucesiva de los 
monosacándos catkzada or ls respecta gicositansteasos. Todas ls etapas enen luar en el aparto e 
Gola, de foma postaduccoal (a sntst del cadena paspegidca so tema previamente, en el RE) 


3 


+ La stes de Nicoprcsina es un proceso más complejo, que comienza por la sntess de un lgosacirdo 
recvesr unio al dolar seguis dela Manserenc an Moque de ese gico al sesiduo de aspormpna del 
Polpépudo y tralmerte de nuevas reacciones de adicón de menosscórdos y tambén de ssmiación de gunos 
de los prevamente incorporados. El proceso se desarala secuanciaimente oir e rte, endoplagmico 
(catadurconsimente) ye aparato o complejo de Goa [postactuccionsimena), 


e acacia) [O O is 
(0) RR a 
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-———— 


[za Jue E e — 0: o 


recurso 
E 
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rcarimeni de las eras 

as y sas bars) 0: 
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24.313. Modificación con lípidos 


a) Acilación (ácidos grasos) 
Aunaue menos conccids que la ixoslacó, ha acción es una modicación igualmente imporane en sigunas 
rtenas. Puedo tetra ls cadenas Ísteraes 1 los extremos terminales del polpéptdo, an geraral aumenta la 
Ecrotobcidad dela prorina. y en concreto el go supone a menudo un punto de ancje ala membrana (comuna 
sacara intra) Goneraimunt asa fosccón ens luar en proteinas losolcas solubles, naizadas n rbocomas 
os 
+ Actación de cadenas iteraes de Ser y Tn (rico ótor con l grupo OM) o de Cy (eric Usétes on el SH). 
on cidos gras de 14€ imita), 18 (ala) y 180 (story oa) 


¿Aa AAA) 


Spalmiueiteina y 
pea 1 Y 

pOLO(E cl 
ali aia de o palio 
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+ Actacón delos extremos El grupo amo temina puede tomar entace ama con mensa (14C) o paimtato 
(160) lo ue ten gar cotraducconaimert antes de completar sine de polpépto) Larezccn par de 
musticoonsma A Cttzada or una must. OA rra ens tartas 


Vniisiglicin. == 


ps, paroora 
D a de o mi | 


h e 


co] 


Estos prolis modicaas con amando se escuemtrn pctv Ras rninas O y crotomas dela mate 
nuclear La orcoprtena Ras za e reso ara ani aa peto era de la memtzana pasmáta y poder 
ca las sole nacos que desartecan ens tectpo Carcass E poque el nprendación Goeva la 
preid del cti tanaormante[carcnogania)_ por lo que sa han desarciadolammacos amcacerouos basados. 
Ela ntiión dela Lamosl rara 


24.3.1.4. Formación de puentes disulfuro 

"uchns protinas man etrcruzamentos coaterss mediante uertes dul entr estos Cy dela msma, 
2 de dista cacon (is. o Miacatenares, respechramarte) Estos enlaces, que ba an con menor fiocuanca en 
tninasinracalsaas que an las que la cell tecwtz. pacas en el pegamento csrect (pág, 208  protgan la 
Conformación nata de la prota hunde a la desralraizacón en un amberte esvaccor que puedo ser más. 
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24.31.5 Otras modificaciones 


Para eos su acvidad muchas proteinas proarótcas y sucafécas emplean grupos prostáias, anos de 
ños unidos covalentemente una vez que el plpóptdo ha atandonado el bosoma, Erre estos grupos pueden 
tar l tn en a acot.CoA arsorasa 0 el gupo hemo en miogibina,heregobina y otramo e 

+ La vidad de guns enzimas 0 regla mediante la aicón de monenuciedudos. Por ejemplo. a guia. 
rita (dl estara Hador de nirógeno on procartas) en su fama inaciva sa encuanto adeniada on un 
residuo Ty. El gado de adenlacón es controlado por una potelna reguladora 

+ La ADPabosilación es va reacción de modicacn que acta de foma revorsbl con caáctorroguldor dela 
"unción de potas cnopiismicas y uciares. Transerasas ospacfcas actian sobr Ma, Ar, sn, LYS o Gl. 
“empleado omo cosustao l AD" La mima achudad se aria, perito la tegulacón flog, pls 
Vias dana. coca y penca. 

+ En algunas prasinas so produce la suatación de Tyt con 3:lostoadonosina Joso; lens lugar en 6 
o e 


24.32. Maduración por escisión de las proteinas: Procesamiento proteolítico 


Esta segundo 190 de madiración proteica consiste on la rula especia del porpóptdo [protolisis) an 
polpégicos mas pequeños, cada uno com ditnia actidas, 0 en la Saminción de ina porcón in funcón 
[generalmente pequeña) para dar un 300 polpépido acto. En cusiquer aso, 50 tata de un proceso de activación 
e premsa nacos 1 proteinas acivas. NO debe Conlunarse est rra on la responsablo dela degradación 
teca (pg 341) 

Además delos procesos de acación por praeois, que se describan  contnuación, so dobon considerar 
ento de net apartado la lminacin de residuos amino y cafboiteminaes, esencialmente la oración enzmática 
e la metoana Neerminal previa detomilación an polis procanótcas), yl minación de 1 amada secuencia 
“señal responsatie dela drección des dels prtinas maduras, póg 324) 


24.321 Activación de proenzimas proteolíticas 


Las prensas ageetas Wipsina y quimotipsina sa siitzan en foma inacta. como precursores 
proorolenas, denorinadas Eimógenos (en tesi, recien inteizadas on pre pro pracnas, pues poseen un 
nido señal que ls marc como prcelnas de secreción y legos aliado), De ese modo se prtegen ls cóblas 
onde se snetzan y se raerv la scuación para a uo gesto 


La tripsna. producida n el párcres, se acta por elnación de su octapapudo Netarminal pola ación dela 
enteroquinaa producida pr ls chas de 1 area del intesta dado 


caido micción 
PAE 21 
promos pep (IRE y 
de ERES 
irradia 


La tipsina acts su vez acbando cas prensas znógenos, oie elos l quimotripainógeno, precursor 
oa onza Ggestwa poscrestc, la qumauipsa: eta acivación as sgo más compleja: 


residuos aminocidos 
Lo IO 16 


pre-proprotcna preqimoipsinogeno Eo 


prota quimotripinózeno 


PE 


proteina activa rquimotripsin 


prota activa quimera 
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24.3.22 Activación de precursores de hormonas peptidicas 
Como ejmpl característico, veamos la snisis e 1 insulina Además as demostrara maduración por ociuón 
proteica, consluye un ejem pico de modicacón química por Iomación de eracas dessuro (pg 335) 

1, La insulina se snetza enla células 8 (o de los islas de Lange del páncreas bm a forma de 
preprolnsulina. un precursor pospeptidco Insctvo. Se eta sl a posibltas qua a nsulna aca pudiera 
cta sobra dehas llas. La presencia en su enteno ami de una secuencia senal elcerina, cono en toda 
úrtena destinada aa secreción el transport de asta molécula mediante veiculs hac e exeor car 


resis minos 
IS SES 


E 
proprio princi o) 


=» 


prota 


2, En el rliculo endoplómmaco y ela la secuencia señal dando la prolmslina, el verdadero precursor aún 
inacvo, Ésto se pega en wa contormación iimersienal especia, ota, que facial omación de ts 
nacos sul 

2, La prosa se tnospora hasta en el aparao de Gol donde comienza su conversión por protwolés an 
Inauina acia. Las mobciss se acumulan en vesicues denominadas Grárulos de becrocen Sendo so 
úcompliasu protect y so almacenan hasta que la cola rece ls sele que dolerinan la secreción e la 
inaul a meso murcia 


24.4 PLEGAMIENTO DE PROTEÍNAS 


uno delos problemas Imporntes en biología molecular es comprender cómo a inormación contenida en la 
«cuencia ds aminascdos de una prlena 8 luar 354 estructura tdmensinal dinos responsable desa lun 
Acinidad biségico. Eso plogamiento de la cadena cotonplia. que tene Jugar an Unos Segundos, e reglza 
Simusáneamonte al rá y una pare de la maduracén del polápido, or lo que madurzcón y pegamento stan 
interno Kgados 

Recientemente se ha descubano que los detecto en o ts de plegamiono y ráfio de las protanas son a 
causa molecular de vanas enemmedades. 

+ La forosia quística se orgia por ua mutación en l gen e a ptina transportadora e cloro, que suprne: 
uno de sus amurodcidos (pag 381) Este cabro Inga a separación de complf potaina cart (pág. 130) 
do que a su vez impide que la prota salga del RE y comino Su maduración y ttco hacía la membrana 
tcplasmátca 

+ La ntermedad de Alehoimer, que acia al 10% de ls persons mayores de £S anos, se ongna en pare pora 
“acumulación de agregados de un pápido derivado del proteina Lamodo. esos agregados postiemente están 
causados por un teta en el pegamento 

+ Úna forma reeditar de enfisema (enfermedad pulmcnar degenerativa) se prodoco por muaconas en l gen de 
la u-anutipsna pig 376) que conducen ala agregacón de la potro, impidiendo secreción, la deficiencia de 
la prtina en plasma podes suscepubñéad al desanalo as enfermedad 

+ Par lio, la conocia onfemadad delas vacas loas, seape en ovejas y atermadad de Creutted-Jacob an 
amaros son causadas por una proteina con plagamiento anómalo, la proteina friónica PIP. Aunaue a 
descripción de este problema super ls ponia de est No, base ace que a molécula de proteina 
logada anomalmen induce ms plegamieno en tas molculs dela misma proteina, conduciendo sel 
por un ado alesana del enfermedad y por er as rnamiión tros nidos 


24.4.1. Mecanismo del plegamiento de las proteínas 

Algunos polpiptidos,especalmente los más pequeros, puden adopta su cotormacón temensiona nativa de 
Icoma espontdna, pero en la major para de os casos el plegamento conecto roquero la ayuda de protemas 
"espacios (astas e las que e están plogano); la aduccón al término inglés chaporonos na sado a Tamara 
“peronas, chaperoninas, celadoras 0 cabinas, empleareos aso ultimo nontva, más hell Sgnicado orga! 
(persona de ad acompañante de una joven, questa raciones incorrectas parecer a 0 están mplcadas 
en al pegamento, so 1amtión en la tanocación aves de membranas subosulams y an a degadacin delas 
prenas 


MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES: 


Adomás de las carabina, n ls cálas contrbun al plegamiento dos npos de isomerasas que, al cattzar 
ruptura y rocnstecón de enlaces coralents, aceleran e plegaminto sin secar a cesado nal. Entre elas cae 
lar la protea-dialluo scmerasa, que Inercanbia enlaces Gsulio ente dos moléculas (póg_ 335) y aras 
eramos que ctalzan ln intercomersón de las contormacines 63 y rans dela proa formando enlace pedo. 
Conweuendo ains a que la cadena potpepiia adopte dstnias contormaciones en la búsqueda de la de minima 


lamaño y un 00 domi y posteriormente e la apicació de metodos botas e ans y tecnologia de DNA para 
prova! polpepidos ataados, asa la vañedad de proteinas y la compiead delos mecanimos implicados, no sa 
onocen aun stops que ngen el plegamionto in von no Semos capaces de gradocr a asrcuratrmensional 
e una potlna a paris secuencia 

Sin embargo, está co que esla pro secuencia de aminoicidos la que determina pri mísna la estructura 
ú"armansianal acia La estucraprmana o tecumcia ines rosutante dela asociación po eniacs pepídicos de os 
“aminoacidos (dstrminada 8. ve pola tocuencia iva de bases del DÑA a vts del MINA) eta disposición 
de la cadera polpepidea para formar puentes de hidrgeno, la capacidad de sus residuos hiroebicos para 
Fcomodarse an el intrcr de a molcul Y or requeririetos estarcos que dstnan as posiciones más idóneas de 
cnlommación nata, Eta port leo mpicacines de nace practica, betecnaégic, porque cusiquir modificació de 
la secuencia er la ontoctra Mal de a poll. 

Las etapas del proceso de plegamiento pueden anaizars, de foma aproximada, sguendo los aves de 
crgeizacón e las prtanas glóbulres, En genera, al plegamiento viene determinada, por consideraciones 
energéticas conecponsentes a ls estuciuras socundara Y tocara, aquitas que pemien el máximo número de 
Puenlez de hrgano » nbraccnes de van dor Was, óicas e Fidrlbicas, ns der. la contomacn de menor 
Energia (rmedraracamente a ms estat) 

Muchas proteinas se pegan a tawés de estados lores Inemeds, conocidos como de "lóbulo fundido" 
(maten scout), estucurs congactas sunque más abaras y hexbles qu a coronación natwa, on una estructura 
Ercundara coriderati, más ú manos sar 3 la e aquél, pero que Crecen nl de 3 estruc teria detrida. 
Ess cadenas lateral de los amcacidos en el gUbulo funido no ran establecido aun Sus Interacciones muaa 
precario Isead de mavmento 8 Ineraccón Con el soto, expecalente las Iudtlicas. Este mar 
Elegamant sac coma el “squnieto” str pl que laborar la oscura idienscns dfiva, o así como un 
Fplegue en pares” dela ostuctura tral 

El prncpto básico de plegamento, en su conjunto, o la presencia de residuos hirfsicos dela cadena en un 
amtbente acuoso añamento polar lali Prlbico”_ al memo que Soterina la asociación delos gados es las 
"membranas colors, 4 la panal fuente de esaidad de la coniormacn plegada e ua prota, 


24.42. Proteinas implicadas en el plegamiento: carabinas moleculares 


Los polpóptos on stgo de gil funcio, os plegado parcial o ncoraciamente y espeiamente aquélos 
ue aún están assendo de osema cadenas racenis) esponen an su supe ross robos que en la 
Fsoleina malva estaran siempre depursos en el terior de la molécula escondidos 0 entrados" por la ovolura 
Fins igrolicos que foma la superf de a proteina), Estas regions idrolbias, para vta la noracción con l 
mac acuoso polar ende asociarse ent a, conduciendo aa fomació de agrado de varas moléculas (que en 


paoipepido desplegado 
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algunos casos consttuyen los lamados “cusrpos de inclusión") El plegamiento correcto, por amo, reguero una. 
oleccón tente a asta posiblidad, hasta quel potein tanga lo ocasión de encontar su cotcemacin nata, la más 
sabi. eto os uno de os papeles de as carabnas moleculares, 


24,421. Tipos de carabinas 

Las prmaras proteinas Hentfcadas como accssoras, sucias y catlzadoras 6 plegamieto se amaron 
proteinas de choque térmico (sp. por host shock prole) porque su sine 50 estmula l Someter cómas en 
llivo uno elvacén lompora dela temperatura. Esto os a! porque an Sas condeiones sumenta la canta e 
moléculas parcialmente desplegadas, que x necesaro replegar, Actuaiment, el gupo ds caabias Inuye oras 
muchas rotoínas, vo rlacnadas sir si Importantes para a vsblda caia tods as temperaturas y blo todas 
las crcunstancias. Do cuerdo con su modo de acluacón, o pueden dsingur dos grandes grupos de caabias 
rotar 


a) Carabinas del ipo Hsp70 

Esta tamil (cayo nombre procede de su mass molar d8 70 5D) compende prtsinas que se asocian a 
segmentos papldcs coros. an conformación omtendeía o despiagada y reos en aminoacidos Parolbicos. Por alo 
recmocen as cadenas polpscas nacemes según esán salendo del rtbosoma, Su ación páncpal es evtar que se 
agreguen por ineraccnes drlobias intermoeclaras (acordando la melor ce la senta, Essen caratins ds 
st amila an rocas, oucartas, micondnas, lrplastos yan l nano del ttcl endopismco Su unn y 
oparacón, rovorils, con prooina dospiegada dependan del dro de ATP or par de una atvidad ATPasa 
opia dela Hsp70, Esos procesa están 3 menudo modlados poe oo to de proteinas, a lamila Hsp40. con 
Capacidad de activados de la Mep70 (co Caatias) y tmbn do crainas mocos por sl mms. 


pao 


y TE 


polipértdo desplegado 


<Uw 


polipéptido plegado. Ba 


Las catobmas PspTOestablzan, por ato, ls cadenas polpenídca nacen, prtagénscas de agregación. 
y meciato ls isos cortlados de unón y separación progerconan un amoo “seguro” para quel poten pueda 
Plegar adecuadamente. Sn embargo o cotbuyen a define lplegarsento, que sl depende de la scuanci del 
Polpápo 


B) Carabinas del tipo Hsp60 

Estas potins forman una stuctura mulimérica muy caractarsta, an forma de caja ceda, n cuyo tenor 
se alga os pops y onde experimantan su plegamiento, asados del entro yde nuevo eundo la mera 
on aras moléculas desplegadas operimart pegados El ejemplo mejor concede esla potelna GraEL de E ol 
cuya estuctura se ha determinado por cssiogaa de rayos Y a ato mexución Con la colaboración de GÍES, 
rotrina dela famila Map10, degs el plegameno dl polpépido, Si ste no se pega completamente en un cl. 
Puede volvr a orar enla caiad para oninuarplogandogo, hasta alcanze la stc nas 
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GEL e Cris 


se m3. Pel, 


Se han escorrado hoéiogos del sistema GIOEL-GIES en máocondris y ciooplsts, y prlnas monos 
rsractamento tuiaconadas enel oso eucardnco 


24.422. Función de las carabinas 
Las cortinas moleculares desempeñan Un papal esencia an varas cunsancis 

«En lol collar, ada gan densidad de omános y macromolécóa, la variodad y elevada concentración de 
Fsoteinas mil presentes en fas de plgamiento aumenta la prbabiidad de noraccones Nárlébicas y de 
Egregacón delas prole, que, como se ha comentado, os evtada por as caabinas 

+ Ena miecondna ye loroplato nerenen an l doplegamiento necesario para el rc de penas de angen 
lesbico a avs dels mantranas oxema $ nera del rpándo, al como enel plegamiento n py interior, para 
quis funcionalidad 

+ En ol lumen del RE iitescconan con las pranas plegadas Incoraciamento (o las ptainas dmárcas o 
mulimércas no ensanbladas de toma adecuada), con 1 que éstas quedan retenidas en el RE hasta que tene 
ligar el pegamento coreco, So ontncas (al gua que ls prlivas Ban plegaces desde el genopto) se 
"icon an ventas Paca al complejo e Goka. En cano contar, las proteinas no pegadas son degradadas. 


24.5 DEGRADACIÓN DE LAS PROTEÍNAS 


En parto con ldesempaño de su unción, ls prteitas se degradan constantemente an la cul. Eto proceso 
contro no ala sins rat yO el hamado recambo proteico on ins ost), que tana Jugar 1 largo 
de 1 la visa conlr y es hacesarto para mantener en Loco momento un ivl adecuado. de proteinas (atado 
secano), ndapensabl pra la actviad calar, fura pad la acumulación de prteinas anomalos 0 o 
Fecasars Y para Illa l recado de los amiuscidon De Toma genénca, se puede dect que en una cil ua, 
proteina “sobres” en promo unos dos ias artos de sr degradada, loque da ds dela gan actividad delos 
Procnsos de oniniss yde degradación 

Ext proteinas qu to Emteiza y degracian(recombian) de forma muy cia especo al vita mada dela 
cénta donó e encuentran Ente elas us encuentra las proteinas defines, por ejemo po haber Incoporado 
Smincacióos icrrcts en a sintess, ne que no dasempeñan corectomente su unción a vecas un imp cambio 
unio conven una prcieina en Blanco de una acción prole, Por 4 convaro, aras prtenas, as necesarias 
todo momento, son muy astas y por ao o aquien uno sisi coninuz elevada velocidad. Asi ccuno, por 
«jemplo, con la pamoganina, que puede durar odo e empo de vida mea el ore (12 dia on humanos) 

En eucariotas existen dos sistemas penipoles de degradación de as proteina uno mediant os isosomas y el 
co en ono 
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24.51 Degradación lisosómica 
El pes stama de degradación desert se eakza ets Iaosomas.Deradosmemente por gemación partr 
det compl de Gol isosomasprmanos)y que despues reten eras rolteas mediante vesicjas procedentes. 
tambien del Go. Estos crgánulos demos por una mentrana Sen acumulan más de 50 anginas ricas de 
1640 xo, capaces de scuar sobre prolinas, dos uiacos (pios eras gicoltcas, ete. con na gran actua 
al po ido caras del Isasoma (rededor de 5) Las engamas Iscaorales que drcizan plenas (sctoasas) 
E denominar estopsinas. 
Las encmas ióroiicas concretas presanes on os scsomas dependen de cad tpo de él, como emo, ls 
sas pancredlcas contenenisosemas sem nomas capaces de stores en as Series nas de degradación 
+ Para la exoctos, aneporia desu contenido enzmásco laser de a cla secrecin) 
= Pra la agoctons formación e Icnomas pco pra Ser paro 
Para desir vaculas goccas con drets del sports cod 
* En ocasiones, para omperitracelmande ts scucras y ie ss enzo, conducendo al até a 
ela [ua de as amas de muerta cr progmada. que narpene por emp  l esa embinanano) 


24,52. Degradación citosólica 

La mayra de as gotinas presents o Trma een e osa e pueden degradar or esta la, El proceso 
muy seleivo, ana ap un asii contr y es la nta de degradación que reguero mayor to e ATP. Algun qu 
end Valeo de pra. inarvanen Como medicos en la Gegradacin soñales moleculares espacial, 
Concretamente amcacs Nutermnals y la psa ubiquita. 


24,524 Ubiquitina 


a vbquiina es una proteina peueña, de TE amics, Ramada así por escorias en fool cli 
¡ucaritos les ubica) Es postmenie una Se las rotas más Comersacas env espect [a de bendita y 
Famanos sos eri en a arca) De Coicirgotda ay may establo norieno como marcador 
maecivo da la Oagridación Gn ¿Va prciras. 2 unera Covaeremerto a ctas, de foma que las pollas 
"bigutinadas quedan dapuestas para ser Garda poro atera protection 


24: 


2. Señales desencadenantes de la ubiquitinación 


a), Residuo amino-terminal 

La ¡senta del amnodcidoNeteminal parece determinar que una prtena esute marcada con uiqutina con 
mayor 0 menor acid, Recuárdese que en sucanals st rosiduo rs ta de a sliminación de Ma y d cualquier o 
proceso de maduración de deno aetema; as sanals amino-ominales paecan haberse conservado durant mies de 


AE e PE E da meda de puna 
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b) Secuencias PEST 


Por ota pare, tambn so asoc una vida meda con on a presencia en la proteina de 
arinoscdos, cas en Pro, Gu, Ser y Th (E, $, Y, con abreviatura de una eva), Estas regiones actuaran a modo, 
Sn oruema de econceniento para los sitas onmáticos que degradan as proleinas de ua coña 


24. 


3. Proteasas responsables de la degradación 
La precia delas proteinas marcadas con ubiquin puede ser resporsabidad de dstnios sistemas de 
protoasas. Se han deso calpainas, protesas que requieren calco para su actuación, poro el sistema más 
Inporante es probablemente dl protasoma 

Se ha denominado proteasoma a un gan complejo polio (2000 KDa) que aparece en muchas cias 
eucandicas.lomado por dstmas subunidades protoltens El coro, preteasoma 288: complejo proteinas 
multcatatico, comieno dos componentes asociados entr 5 


+ Un componsnte central o proteasoma 205, formado po 2 subunidades en una daposónclinarica, que s el 
úháceo atico respancate de la Docs secuancia, con ineracón de fromentos paplios y de las 
kniades de uma Intctas para su reutizacin. (En ro modo, fecurds 31 astuctura de las corabnas 
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y la reparación del DNA 
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£) Madfcación des bases por mulágenos enaogenos 
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344 BASES MOLECULARES DE LA MUTACIÓN Y LA REPARACIÓN DEL DNA 


25.1 CONCEPTO DE MUTACIÓN 


úCiasicamenta, se defina la mutación como una añerción enla secuencia del DIA de un individuo que se 
renta por Pesecia a aus doscendientes La om malerada dl DIA, amada Io sama seso (on ing, 
po), consta stem ra lora, poadora dela mutación o 1po muta Las mutaciones se producen por amor en 
la replcacón. pr la aleación escontnas de cds o bio la tn de agas Aacos 1 uimios (mutigenos) 
pero unca coma ongecuenca de a rcombinción meo ante cromosomas homologar (20, 10). 

FE crdcor ora inclu an la doin supone quo la mutación debo prestarse de modo establo an as 
stas gommnles, Aroma in, eto no es estociamenta sl Aunque con feu so asumo que la mación sólo 
Comesjonde » secuencias Cobicanes (genes) siendo las aleracones en lor productos géncos [genermente 
prolinas ts resporsables de las enfermedades hrmátaras el concnpt de mulacón es hoy ía más ap. 

Las mutaciones tenen gar en odo el genoma, incluyendo Las socuencias codicatos o no, del genoma nuca 
+ mloconóral. en clas germinales rereable) o somáticas (n heedablo) Pue tao, a mutación us, unto on la 
recombinación mobica (549 108) a prNGpal ento o vaa ponétic on tdo lo de oaniemos y pu estado. 
lane Ieres básico y aplicado por su relación con procesos acarertemente tan alejados como la evclució e las 
espec, a dentiad sonic don nit as ateacones palos da genoma sesponsatvs de etermadados. 
E dgrósco pronta ol ratamient de enemedados somáticas (po jenplo, e cáncer) ode céhas germinales 

Auquo muchas mutaconos so generan al azar, y oxiso la misma susomptkad de mutación an locas las 
rogiores del genoma, que ccuren sobre el DIVA coscante (3% del Ita) tenen peres consecuencia, Dentro de 


implicadas en el conto de la oxpresón gin reguídor) que no allra la prin so su snisi (aumonto o 
descanso e concentración) 


25.2 CLASIFICACIÓN DE LAS MUTACIONES 


Das la varndoS de loiores impiados. existen cesos planteamientos para cioiicar las muiciones Se 
estoaran bajo os Cercs, po de esla (peminal o somática), magnivd de la mutación (pequena, mediana o 
onde) y mecanismos casetes dea mutación 


. | Gemaia! 

ip est [Co 

¿Grandes mutacionss o anomalía cromosómicas 

Magro | Mutaciones "medianas" en ecuncisrepeidas 
| sttacions peques o puntales 


Esore ena replicación 

Mutaciones endógenas) Desaminación xidativa de buses 

[sens o veas) | sido quimica isis 
Mutágenos endógenos 


MUTACIONES 


Mecanismo [Acción dicta 


Agentes químicos | Alquilamos 
Irercalants ifunciomales 
Muracionos exógenas 


inducidas por mutágenos) Radiación UV 


por [¡i 


Agents biológicos —> Vias 


25.3 TIPO DE CÉLULA QUE SUFRE LA MUTACIÓN 


25.31. Mutación en células de la línea germinal 


Se origina en lgura delas visiones micas o meidticas dela gametogónoss págs. 102-103) a parir do 
ls gonada, La mutación puedo o nl an lorcipo de có o indu que ta 
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Ferias, Obviar, a transmión depende de queen atecuncación parti un gamer orador e la mutación. A 
4 vz, ls callas germinales de hijo tambn a posectán (a Iual que lodos sus clas Somiálias), por lo que. 
Vowera aranemt a suits generación. En consecueecia a mudacón se compona como una vanación hereda, 
on estará sal olcción turas puedo dect que son malena prima aras Cambia volaos 

La mooronciade nta mutaciones depende arectamento de cuál ea la unción afectada, émta as esencia, e 
organ organismos nviabes (abonos teprenos, a vecs no detectados), mientas que sa función no es esencia, 
pero l mporanta, so orga una enfemenzó congénta o heedtar, o una subnomaldad, Sin embargo, no debo 
Evitar ue aguas máacioss enulan Danaficsas y son la ase de a evolución 

Las mutaciones enla Ins germinal son habtimente acontecimientos esoriccos. minotanos y elatvamento 
'atsciames enla población Numana Su lso s do unas 10 mulacoes por lors y dio cla A est espero, 
e puede caelar 1 número de muacenos que tenen gar Guante las avenes micas y maccas dela 
espermatogénesis En a lommacón de un espermatozodo Murano parecen alcóndor de 100 mutaciones debisas a 
fneses ena mpicacin lo que temindo an Cuenta el tamaño de u genoma hace supone una mutación por cada 
33m La mayoria de plas son recents opor 6 Contarle eos que no son enclpcamenteeudertes, pues no 
“cargan la concepción sl recimemto. Do ahi que la asa de mutaciones de la Jia germinal con consecuencias 
atlegcas os moy pequeña. 


25.32 Mutación on cólulas somáticas 


A isorencia olas atoros, as mutaciones somáticas (on células no recurra) sólo se aramien alas 
és js (on la más), y no a un organismo completo, Pueden afctr 3 cubra delos 48 cromosomas 0 
Cualquier cálla somática, dpi, en culquler rgaro edo o él isla, durante el des solo precoz nal del 
rganamo, en 4 so aula, Estas muaciones determinan as carctersicas normales o allógics del indu 
oro los amics nunca on eredabies 

Éstas son mutaciones mayoritarias porque las ceulas somáticas son las que más se dividen (nas 107 
visones en Mumanas desde logo hasta el cirio adul) La las de mutación, del ondan de 10 por pl y 
“visón colar es nero a ade vas gorminalos, Sin ombargo, sa incremonta como consocuncia del oposición 
2 agente mutágenos(agunos de alos Cacorigenos) de la dad y dela alteración de ls mecanismos de reparación 
Gel ONA.lagando a provoca mins d nuevas mulacones rante l vid de un dolo, practicamente en cada posicón 
en elgeroma y on cue par del organismo 

E ndivido poriado d una mutación somática que so ha pioducio después del colo, pero antes o aanzar 
su desaralocomvieto,punde consideras un masak, lemino genótc que efe la presenca de 03 o más nas. 
<ollrs gendtcamente siria derivados de un memo ogolo A avs de la mios, ls colas somáticas del 
¿ncwduo so purenecerán ados ines iones, a propia noma yla anómala derace de la ll que sufro la 
mutación. Los inuiducs con na épica hy compisa de ambos tpos de clas, muestran mosaico somatic 
Este fenómeno se puede observar por ejemplo, en ers tastomos cogenácos con tración en l número de 
«somesemas (pág 408), como la inomia 2%. Lógicamente, cuato más temprano len lugar la mutación en el 
es malo el rganismo, mayor será a abundancia de céas de a Ines anómela sore ls de nea normal 
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Las mutaciones que sean compases co la via de 1 énas pueden. embargo, aci su cxecimeno, El 
electa de a mutación Sot a lla Seta depends en pane de su conpatts con l 300 ds Gin clar 
pues la all afaciado se Ciude actvamenie y conducra a la poteracón de la mutación. pudiendo ocasionar 
Problemas cllicos Así ua, por ojengo. en prucasos de enveecmento clar y tansomación neoplasia. El 
“hncer se nic por a mutación de ganes que cotan la dvión ca ema 30) 


25.4 MUTACIONES A PEQUEÑA ESCALA O PUNTUALES 


El estuso de as mutaciones en función de su magasua. long o grado de a lesión pormis clauiarias an 
pequena y gan escala (y. veces, mena) Las anomalas a gran escala ccunen or dupicacioss, pórdidas 0 
Fegramentos que aran na eg 9 monas ds pares de bases y se ren ena siuctura el cromosoma Se 
aman también mutaciones cromosómicas o voluminosas Su edo se resorva Cora el tema 29, como normal 
«romosómicas En lanos Imaremos » a muscones pequeña esca 

Las mutaciones a pequeña escala sencilas, puntuaies, mínimas o micromodiicaciónes. implcan 
nomalmari aun slo nuca (y, como conescuencia, a du comgiemertao en ra hebra del DA) Sin embargo, 
tambi sa Inyen quí suelas tas siones paguaña o meca escala que aleta a vanos o Nuestro estu 
renos cun, sencilment, ls pos de muación puntal en Cuan a la mocicacón en la secuencia el DNA, 
omo uno de parida para su nuancia Sot a estuco y hc pros 


Clases y Ups de mutaciones puntuales y medianas y su rado de incendia 
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25.41. Cambios en la secuencia del DNA 
La despcin delos stos pos de mutaciones 1 Jar aero a uc ave molar on 6 OA: 
macros pr sesucón por nscrcón y par dle, 


DIA aii DNS mutados 
S ..AECORFORIIRLAOPOA. 


$ ABCDRPGXIIELABOROR |. mir logro 


susu 
> AEREO mico 

cescdr EE 

o A 


Est estudio se acomgaña, en ada uno de sus parados, ds ejeicsespeicos indicas de as consecuencs 
úFotclógcas de la mutación 


(arta deseo de e encon pussy 5 consola posea clica se Tar ao 
empre que en pole, del seesrea de 3 pi de DNA que eric ls primeros 1D aminoaciós 
ela roca ton humana (cn e ola de 147 amascis 


Tala mona de DNA 


Tarea damn 
resllme 4 a auserpción 
ES igual ue La dela haa de 
NA mesmo, tner 


EArprRcraBap 
cra trnstad DNA.  moldo 


E mRNa, Fe e cambio Tp o] 
WA-Val Ma Lew Th Pao ia Gu Le Ser Ala 
A AC 
faloina 


25.414. Sustitución 
Como su nombre nic, a mutcin consta ona aparición de un nuse ¡ctoquiamonte una bos) en una 
posicén de la secuencia ccupeda orignalmente por oo: diho de oro mado, Un cambio de una sola ase (0 
ocecido), Es eatvamene común en sl DNA, tanto codicante como no cófcane En casos reos, pueden. 
recrplazaro smulinasmoro varas bsts agrupadas 
Seg la natuaoza unica o piiinicade los dos ases engcados, se distrae or asin y transvesón, 


a) Transiciones b) Transversiones 
Son sustluciores de una plena por cra (C—+T. Son susiucions ds una pun por una pida 
TC) 0 de ina puma por ora (AGO GA (AO 8 TOC) owen oc + 400) 
Esa pues, 2 posisicddos. ura para cada Dase Eten postes dos po cda o ra 
pa] 
Transición — par inidal par final Inserción paridad par fea 
AG AT Ge AST TA 
GÍA GC AT Ac 06 
120 WA 04 GT TA 
CT 060 TA GC ca 
T=A AT 
1>6 ue 
ran AT 
c>6 fe 
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Teoricamente, tu suttucón de ls bass hara seso, ahun una rarrón en l gnome debi er 
mayor que a de una tarición, pos ay cols soslidad de que ccura, Sh embargo, + cose en Klerenis procesos 
mulas que ts trncones 00 mas omnes que las bansrersenas, ospecimert ol DA ro Juncal 


ARG tramicones 


DEE E: 


"Como ej espacio pese cars anícón e una base [G-9A) enla regén noc el gn dl lato 
IX dea coapuacón ragón que comes sia CpG, págs 187 y 201) El cambto de cuenca en sa fegin reguadora 
iio a unon de un facr de Tanscipción cave que, an oricenas norrales activa el promlor el gon Coro 
Etacuencia, smina la expresión el gon y so snioiza menos factor loque proucohomoñia de tpo Basto de 
la cosqueción con una atv cogi demini e dos foros 


25. 


1. Deleción, pérdida o eliminación 

Consta an a pérada de uno o más nucaidos de ua secuencia, Es muy común en l DNA no codícnt, pero 
Inrcuors en l DA odian Nomalmant son mulscnes peques, y so en aras canes afactn 3 onas lo 
“eienemente grandes como para se vistes 3 vel Clogenao (on regoes con reptcines en nde o er 
npetaones peras) Pueden cagar un campo e el marco e cura (49 350) 


25.112. Inserción 


Se ata de la situación contrata la antro, la aparicón e uno o vais cited adcionale an una secuencia 
Es muy comun on e DNA o coca, poso ara en el DIA odian. Un ejemplo sl epatcn ds Imuceotdos 
“uspneatn d veleta un someto e el mer de tops de un teo de ruca obser en un en o an sus 
proidados 


25.12. Efecto sobre la secuencia de la proteína sintetizada 

El cambio de secueacia del DNA que supone la mutación puede lanar discs ecos solve la secuencia 
amioscidca cosicada y. en consecuencia sobre la secuencia de la praeina que se Siitic y su funcón. Sa 
etngue por exo an mulacionas slenciosas y no slenciosas 


po de nunc TT 
osa elec loser 


on naa 
Fietcones1o slencsas 
De sono alterado 
Conner 
o conservadoras 
Desplazamento del mares 
Si desplazamiento del marzo 00 En 
Terminación prematura 
Terminación retrasada 
endo 1036 nda lo conan, cani ali una sa base] 


25.121. Mutaciones silenciosas 


Solos lama tantón sinónimas, neutrales, antomátcas o con sento (de ingjós sona musatons), y son muy 
nomeronas (23.25%, de todas las mutaciones an DIA codicant), e caractrzan poruo, a pasa d haber un cambio 
sa secuanci del DNA, no se ara la secuancia desu producto panico. Eto es posible sto al degeneración 
es co390 genstco vanos upitos o codonescoácan un mimo aminoácido, pag 298) Normalmente, a mutación es 
*lencosa porqe acia a a 9 baso de un cadón e al Ioma que nuevo laa s sinónimo del ofgna, es dec. 
odia el mimo aro 


Emo pati 
a mación ut soci e por 
donald Te delata 
soc JAC Y), ode A poe Ces a 
aran. oa y uc 
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"ur ces), Pr tl pt 
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lona 


Igual cue sa susttución de a base ace en 1 posicón de determinados tiplees concretamente, CUA c+ 
"UA y GUS «> UUG, que cofican Le (er có), y ADA 6» CGA y AGO <> EGG, para Ag 

Obviamente las mutaciones sieciosas pasan isoveras. pues no se getecin a nel tenaipco n conter 
ventaja dasvenaja guna al ramo an Cuy genoma magen. En consecuencia, 10 estan someias o a prosión 
¿e elccin lt l nfuyen en a suscecaica hent a antemadades Sin embargo, pueden ona una enorme. 
¿versid genatca un na povlacón conocia cono polímortamo gendtco, e este aso no genio lema 26) 
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Dentro de as mutaciones de sentido atorado se stnguen dos supo 


+ Sustitución conservadora, El aminoácido e sustido por to con una cadena toral químicamente snae, por 
lo que efecto ets la stucura y luncn de a proteina puede se minimo. Esta situación se aproxima, pues, > 


Vez parecidos Po ejemplos codores para As (GAS. GAL) y ls (SAA, GAO) son muy parecido, d modo 
que e cambio dela 3 bass on un codón GAN (dono es cuslques mueloóndo) o van es sencoo o bene un 
cto mira, cambia d un arinoaci ácido porel vo, También pueden er conservadores apuros campos 
nl primera posicón del don, por ej CUN Lou) «+ GUN (Va), dnde N representa cun ud. 

+ Susthución ho conservadora. El aminodedo es sutnuco por lo no smlar, Stern an Emp, polaridad, 
tamaño de la cacana losa, le Son no conservadoras casi tocas las sustlucines ena 1* 2" goscón e un 
odon: por ejemplo, CON (ug) = GON (Gy). CN (Pro), CUN (Lou) o CAN (Gini) oe 


b)_ Mutaciones que cambian el marco de lectura 

Ésto as un concepto Imorant, por la Irecuencia on la que alta aa secuencia el producto pico. El 
desplazamiento, destase o cambio del marco de lectura (ramos mutator) consiste en que ta inserción o deeción 
de nucicétdos, au sm aocar en ran medea la secuencia e basas, camésa la foma como sa Jan los tiietes 
(pág, 288) or lo que produc una aleación imporane an cuencia de la rcela, 

Se produce un came de mosca cuando hay inserciones o eleciones de uno más pares de bares, en número 
o múlii de 3 (os dect, un número o entero de codone) El cambio en a sacuoncia de aminoacidos o produce a 
par d la prmara inerión o dlein, hasta el antremo carsado-eminal dela prceina. Por a, en general la 
Prot resulta muy arado en su estructura. 
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Como ejempto expect puede cars ln muacón más común encontaea en juiossahdanazs os des con 
“antopasados de Europa del Ene) que padecen a enfermedad de Tay-Sacha, un tatoo sonémico recam con 
timido de ganglios en os Isocomas neuronales. El en aectado es e que coc la subunidad u de la enzima, 
Isosonica hexesaminidass A. (scencima A de la |-Aaceinascsaminidasa) La detcenci eimátca ll 05 
responsa ds encupo raw ctservado cisicamento ena loma nana de a entormedad 
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e) Mutaciones que no cambian el marco 

La rserción o deecón de 3 pb en e DNA (o múlpls des), aunque añado aimara algún aminoácido ala 
prota, o cambia el marco de lcur, por lo que sltesto del scuwrcia ominoacia es omar, El electo e estas 
Fuacioes s. portant, mucho menor y fundo no afectar al luncn de la pralin, 

"Como jemplo asoncco, e e 70% de todo los sis asociados con 1 mucoviscidosis o Nrosis quística, 
ae observa una delecón Ip, en el cromosoma 79 La mación afeca al gen de una prova de membrana, 
taaspoadora de ajos cruo La plena muta se pliega nconeciament, por lo que durante procesamento 
posirdueconal queda mien en lumen del rulo encepitame, uns a proteinas carabina [págs 397338) 50 
Imp al 3 legaós ala membrana plasmática, con consecuencias que slectan a vars dos y pándulas andocmas. 
(nifuenca panermátic y afoceonos fosos) La enfermedad se diagnostica por un exceso de dro en 0 
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á) Mutaciones con terminación prernatura de la proteina, 

"Algunas mataciones na afectan ala secuencia de amiodcids cosfcados sino que la susttcón, a nsorcón 
la deecón e uno vanos nudos ene como ect a pancin de un codón determinación o de paro [UAA, 
AG a UGA en el MRNA atogdamico de cuartas suparres, pá, 204), Como consecuencia a provoca ol coso. 
prematuro de a traducción e MANA y e ens una presa acorta (en su rogón Cerrar) 

Este tpo e mutaciones, tambn lamacas mutaciones sin sentido (nomsence mutalons, que no debe 
confundese con mssenso putaions mulaccnos de santo equivocado per suriucón de un aminoacidos o) on 
Foco Hecuants; pr fem, suponen caca el 4% de ls Sustucanes en el DA codficaie El acoramiento da 
Prolina es a menudo concerto, por lo que ss ven aleiadas damátcamante su estuchura tidimensional su 
stabedad y su función Con cuencia esta oración astral degradación vaca de la proteina funcona. 
easonanda generen un elec lei, 
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Como ejemplo espacio, la mutación causante de la meorollromaosis Upo 4 (NF1) 0 enfermedad de 
ecklinghausen un rastomo atosómio dominar pg, 305) calzado en el cromosoma 174. 
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La mutación puedo product diwciamart la azaión dol cocón determinación. como en los ejemplos mostrados, 
pero también puedo hacero wdueciamente, mediante Un cabo en el mano de letra vas, como somo, al 
Polmortamo de grupo sanguineo ABO, pag 360) 


e) Mutaciones con terminación retrasada. 

ea mira for que una mutación uta! puede parar a aparición de un cnn detonación, tambn pued 
ia Uno otero, sustjéndoo por cr que coda un amrecdo, En ese cam, ducón del MENA conti 
más del extemo 3 codécante orga. hasta quese cancun nuevo codón e teminacin. Par anto, ese ua, 
prein de mayor loptod, ena secuenca de amics en la repón Comino tene sgnlicado estuciral 
nora Las consecuencias lonas son, en general, simiaros a led La tminación premaa, 


25.5 CAUSAS Y MECANISMOS BÁSICOS DE LAS MUTACIONES 


El DNA ostá solo a daños osionos y modicacionos de dvorsos tos, provecados por sitas causas. 
Esta pueden sor lolas  edógenas y provocadas, nducdas o mógonas. 


25.51 Mutaciones endógenas 

Son mutaconos que se generan or iuaciones agentes propios cel ambient intracelular, ajo congiciones 
A orwale, sis von la Tera muyortaa ds máncones. Pueden rgearss po emores on a feplcacón. 9 bien por 
Tescomnes que unen de fama esportáres como consecuencia de a iestabldad quimica dela moléca de DIA o 
ela accdn de sutprducos del metabolismo colar (mulagonos endegonos) 


25.5.1.1. Incorporación de nucleótidos erróneos durante la replicación 

La repicacón po a DNA polmerasa, moviéndose o largo del DNA, combina la incorporación de nucedios a 
la habra nueva con la cocción de prue, de loma que dupica la doble hélice can una gran fica. Más del 
0.9% de os amores de replicación son rápidamente comidos por encinas reparaceras que reconocen e nuciestido 
incorecto an la tra quo o ostá sntlizando y o reemplazan po uno comcto, complementar al dla Pobra moién 
Los oros de mplcacin bsorvados ocuren on una hecuencia muy baja de 10% 10 malaciones pos puedo 
iscomporado en cada ao de Guisón calar Ena ja aso gobal de mulacn signs que alo 0 noc un 
ruleondo ncoeco por cada 10.000 Mb, Puesto que el genoma dploids rumano ene 0.600 Mb, ao ss traduce en 
manos de una nava mutación por cada división cau A posar de ao l gan númora d Ahiscos colaros 
amo la vida de un nio hac quel número de muteiones san agite 
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Una delas causas de inooración amores de nucleos esta en 1 tsutomaña delas basos ntrogenadas 
(pág, 18] as lamas tauloméncas menos establos (mina y cta) establecen puentes de ndrigena ferentes, lo que 
permi e ararsamiento ds un murieoto comucto an la Petra de nueva Simeis, Además de los eros an la 
“entdas os! naci Incorporado, durante la repicacóntamtién se istoducen mutaciones debido a desteamientos 
¿ela DNA Ol obre la atra modo, que producen delecons o inserciones por fepetón de una pequeña secuencia, 


25.51.2. Otras mutaciones espontáneas 
Las bases en 6 DA pusden apermentar esportánsemarta reseciores (sn iterención de onza auna) que 
trarstoman udrtad, d modo que no son Eoeidas paros temas de reparan se convierte en una mación 


a), Sustluciones por desaminación oxidativa 


Consiste an a pérdida de un gupo ano arco, on aparcón de un gupo carbono anu Eo de up a que 
se alero la oración da puertos de Pesegeno orr ls bass 


Keseción de desamiración odia 


ALA, 


Las tnsiamacones CA y Set sa producan tortamort, poro unas 100 veces más ráiamenta que las 
Ay 6-X Por emp, una detammacón de cana ala por ea 10 Cen el DNA de ana cal tp de membro 
fo qu aqu una 10 lacas por la 
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+ Agentes químicos alquiantes. 
*Traraferen upos. qureramenta meti eo un dtomo nucccico (0 0 N) dela bass niogensdas Entro 
los map estudiados estr 


+ Dimelo: (CHyESO. 2 
+ metia: (CHULO Y , 
%> Netintoscuro, emy, IS 
4 Narosoguandess. 1 '- 
$ Entanosilnato No 0 
Neri o aora callo 
US y) 
AAA 
e qu A 
Mx y 


ST 


0 e 3 Ya 
PEZ Y ¡=( 


nes ei cn 
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25: 


.2. Lesiones y mutaciones inducidas por agentes físicos 


Son varos os agents que crtinan lesiones por exposición, con aecos mutagánics o cancerigonos. 

La raclacón ultravioleta, componente dela luz sola, provoca la resccón onve dos residucs de temida 
cyacents enla mismo ete. lomando parida us dotes prices anula un tera cc con un ano de 
icotutano, quese cngce como imer de min, Esta aocacón conte de dos Y mpide que puacan parsare 
con sus A complementarias y orga una estructu tndmonalon Jocslmento mcompattia con l uo de 1 doble 
él, que forma un codo" an la moicul de DNA. Además, 9e paralzs la tepicacin, pues la DNA pobmoraa no 
puede seconocr los dimoros y se deleno, La iradacón UV también ongna aa ración an Y atyacertes, on 
Formación de meros dlerenes amados Ilpraducios, en o que el nico aparecia ont sl 6 una Ty 2174 de 
la yacen. 


CN A, 
Y 

o 

¡e 

u_L 

a 


Las radiaciones ionizantes rayos Xy rayos 1) pun provocar apertura delo ars. apmenación delas 
bases. el omo ruta dl esqueleto covalente el DÑA, Tambén pensran (or coles del aus) radicales hirado 
que producen idrouguanina, antro oyos, Debido u mayo poder e penetración, asas radiaciones afectan a tdo 
pod tado. a urea uz UV, que prova lesions solamente a il, 


25.6 REPARACIÓN DEL DNA. 


La capacidad de una cólula poa detectar y reparar daños en el DINA 1s esencial para l mantorimiento dela 
Integra astuetra de su genoma en general yde sus gens en pantcuar Ente con ost ejto Sversos sistemas 
enzimáticos ln vvo, que pueden legar a ser lan complejos como el propio aparato ds relación la que pone de 
mandes su gan Ímpertancia para la supantvonca colar. Do hecho, la elciad de mutación es al rojo dl 
Balance entr l súmoro ds rors ccuridos y corregidos. una baja asa de mutación India una gran aos delos 
miemas e reparación. montas quen ao de ¿sos conducs un aumento del numero de mutaciones. 

En general, o puede ostabecese una asttaga única de reparación por pare dela coll, sino que existen 
cintas las 


Tie de reparación E Tipo de es reparada. 
Elminación de málgenos — Superaado smasa — Se eutala formación de a esón andara 
(destortcacón) 
Fivern recta Fools Fotodimers de pida. 

Autrarserases Derivados aqu de las bases 
Escinón de mucaaidos Sistema dela Tas qe causan dstorsión en coa óleo 
"Genral) scnudeaes Kotopoducts y susttuyontes voluminosos) 
FEsción de Fases Ngiconiasas de EA — Bases desaminadas, modícadas, xiades 
especia) Y ndoncionas AP ete y sis básicos 
Fioparació de "uzedizos mal parados poremores an 


eramos memes epic aces made 
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25.61. Eliminación de agentes mutágenos 


úeviar ls lesiones aos quo so produzcan, mediato la noaialvacón de compuestos mu 
mecanismos de destoxicacó lo apro la suorbxdo iemulaa, que eta la acumulación de radiales superó 
gentes causantes e lesinos oxitas on el DNA 


ape es ads yardas 


20 + 2117 2 0. + MO. 


paa 02 
emutasa > 0, + HO 
Fadical ve úiminando el E 
produc daños por perio se 
ación del DNA. ae dato 


25.6.2. Reversión directa de la lesión 

Es la foma más inmeciata de reparar una mutación, la mgonwracón Go la baso dañada moviendo ln 
Iranformación quimica que a sufi. Este mecanismo no os lat an la mayoria de os casos, a oscopción de los 
emos suertes. 


25.621. Reparación de fotodimeros 

Ya se ha exgicado que la luz Utaiota prowocalaTomoción de anils de cicebutao env dos pismidina 
atyacents p0g, 350 lo que supone una Asorzn estucua que mpissiscament a replicación yl vanserpcón 
El mecano de reparación se basa en lreconcemieno del ftoimera por la enzima fotos, que lo escnde, 
mecanto una tesccón de analrenca electra cada por absorción de luz ville eporerando sus dos botes 
signal La tooiasa ene como coonzimas FADH, y un toméoro que aber la uz nba la transteanca de 
electones. Ese requermiono de luz (az o Vieta) hace que se la lame también ensima fotoracivadora. En 
Esndciones de oucudad se requin Sos sistemas para reparar suas lesones, Este sitema se a encontrado 
“gunas espacios, pero no en oras, ai, ste on bacterias, hongos la levadura Saccharomycos corviso, poco 
motos, mios y mamieros martes. poro no mpwece an Sehitosacihaempres fonte 1 en manileros 
acentos, indujendo los Pumanos. En algunos organismos, Incjendo Drosopta e a decido sr ota, 
ue repara los fotoroduets 6-4. ausente asu vez en E col levaduras y humaños 


Soc ES de , 
SA MS 
AE dr oa a 
A PE 

A i / Son 


25.622. Reversión de bases modificadas con grupos alquilo 


El caso más conocido, muy ben stud en Ecole igualmente presente en eucartas (levaduras y humance) 
y en todas ls oapcios stud, st eparcin de O retaguania y O etigumia, produtos dela modeacón 
DNA por agunts mutagenosaiulanis, como ntosoguannas, metiitoscun Y ametaronorato (pág 395) 

El gupo aqulo d a base as elminado por una alqulvanstraa, que o tanstero a un tsiuo ctsina du 
propio can acivo, Esta o pudo regenerar, por 1 que la catas naciwa a propa enzo (on lo q 
Fsirctamente mo s enzima n cazados pues no +0 Sula la condición de que vo e alero 2omo consecuencia de la 
Fco que cara) Dada esa nacen, 1 cóla debe ser nuevas melécins de aquitaréeres pora 
manlener lprocaso separador, por lo ue an presencia eun nl exce de malacones Buenos puedo len 
ligaruna “saturación del sien anmátco e reparación. 
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25.63. Reparación por escisión 

Se conca bajo esta nombre genárico a la reparación de lestnes bosada en a slminación de la baso 
úarogenada, nucdudo 9 segmento de DIA deleciuosos y su remplazo por lo nuevo, de secuencia coeca. A 
“ore dela ruparación por versión, ésto en un receso comio que Ser lugar o varas Ises, que UNC vas 
proteinas (do algunas especiicamenta reparados) y que corleva sempre la sis de un ragmonto de DNA. 
[senora snten fora de progama) El proceso o nn tuves el ecorccmeno mutecdar de la osión (baso 
tarada o Cambio e la sntructra Wubmensina dl CHA) 

Do foma gral an l mecanismo de reparación sa pueden dstngor 3 etapas, la primera dstnta para los 
mecanismos "penarar y “espec” y a dos resans comunas. 


Mecanismo 
fico: 


Mecanismo 
genera 
Escinión de 

dos, 


A O a 14 
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25.6.3.1 Mecanismo general de reparación por escisión de nucleótidos 


En este mecano (NER, nucleos excison sepa) intervienen proteinas que rucorocen distros 1gos de 
atracones que causan dstoesión en la dot hálce, como los dmeros de timina o una base con un suetuyente 
Folumiacno praero,oscistno,acetardofucren..). En Mamaros, ns el sslema de densa más Importe carta 
sono l DIA causado porel humo del labo, agerto responsable de más del 30% delas mues por cancer en l 
mundo 
+ Elprocoso comvenza con l reconocimiento de 
la lenión por unén de polins componentes 
del complejo de eparacin, con gato e ATP. (as represent Olla Pta que separa) 
+ En la so de escisión un conejo protec Genes] 
ue ncye. endonuieasas Ngoiza sendos 
ricos Fososónter de a hebra lescnada 3 A 6 c ACES 
mios lados Gel uno de mutación (paro no 
Amo a 8 concetamento, a -22 y +0 en el 


Noms! La pdas de tr ora 
a a ds 

arg ds sciias, or a 210 
Sonoro” escinucesa; en Dumas. aa 
tomcat. A oración 

do maca ro a opancin 
encon lomo (de 12 GON 
Eric y sx an uc, Apu 
a ae a e 
Semancin ás al ama den ser 
Ca e nan Caps maana 
ec 


+A contuacón, en la fase de 'smosin de ve 
Caparación”, na DNA palmera mera HA e, 
ico jc or la enanos, Medlrt la 
slongacón del uxtemo 3:0H Tomado en 6 a e 7 
one amero, E so de a ova haa cono, 
mo aseguta que sa ogucs la ecuenoa 
Zinecta, En aucatcas, eazan sua antes 
las polmerasas y € uno con ss fctros 


ia a, MD A 


amena, una vez que la polenta ha ñ 
reanado 100 el ueca y 300 queda ura mel AED ar, 
da EA gas une l sarao 3.04 und 


*ietcado Son el estero 5. formato an sl A NT 
one de la hebra oral, cenando la meta 
(tasa ds slado o amianto; sd 


SAS 


Esta macaniamo de reparación posee la partsardad de asar elaconado con a onscrigcón, gracias que 
úpantopan prtainas comunas (pmcipsimania lacio de tanserpcón TF pag, 287) La RADO l detenida on el 
Punto de lesión puede actua de señal ara el Complejo de reparación, y adomás se cbserva una reparación preeranta. 
elas mgones de DNA qye se rangers y dei de ella. de la Pata molde. 


ens lei LONA y 2 ed 
Pone un dedo de 2 Ca tg E. 


Reconoce león en al DNA y se urea dl Esa iaa protaina de 
nin 2 hera sencia que tene enla epicaci. 


Es olmo taco de vanscroción enera delos genes deso 
cta po su acia haa, separando ls habras el DNA on la. 
rogón a reparar Su acta ptina Ganas o escasa 


ca MO — Holas 3 
XP Hala 53 
es 
En 
Preina qua. DAY Cueca depender de ccnas COKT 
e 
pe 
MECHAS 2 Finn decoración postiar ayudaa osablza e COMO 
pe 
5 Y norsinass que cora sl wan 3 dea regjón esca Presenta 


homología de secanca con endonucionsa FENI pag 156) 


Ea 


z 


Enconucenss que coa estreno 5 del reg esc, 


Nola os non APALNPO poccedn de serodems pigmentos (pag 303) 


DNA, 


Y reonocimeno 4 (Pra, 


25.632. Mecanismos especificos de reparación por escisión de bases 

Esto sistema (BER, base excion pas) sa encarga de separa bases espacfcas; por tanto, reconsc y aca an 
sos concretos, reparando lesiones que on demasiado mues para torsnmar gravemente l DNA, es det o 46 
conocidas por l estoma parara de escalón de nucedidos. Por segle, puede Comege daños por hidra 
[Gesamnacn persa de tasa), oacn por rascats ves de ougeno, agutación y dervados no voluminosos 
como la mia gc, matado. E drop. ee. 
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(sa representa slo la Petra que se repara) 


+ La fase de escisión so dferenca de la recaracón 
general porque, en prmer har, sa cima la base 
Anarada Inoncta y no su rudo compita Una. 
Neglcosiasa de DNA paconoce un so 190 de base. 
anómala O aparaca 'comcamente, e haria ss 
nico Nico con la desoarsoca dando Jar 
tn mo aprimadeo apuro segon 5 el cas 

En todas las cs cxien varas Hgacostasas 
spocicas para bases siria y que por mo reparan 
leones Stretre 
+ Una vez generado el sto atico en una segunda 
'subatapa e la losa de escisión sa produzs 1 cono e 
ierobr de OMA Junio a esa Gosolmiona que no e. 
ió 4 una base irogenada, 

Estan en pego paa solas endonuciensas AP (de 
apusinco y apUimadNio), que. Mrkzan un ente 
Tostodener, 'orgnando una mota. on. eucarcis. 
(ovaduras y mamis) cortan semgre sado 53 
so abdso, onerando un extrema cio 30H y 
ro toos | 


cea POÑA y REC, y la endonucionsa 
PENA (pags 14 y 150) Finaliza iualmonto con 
senado a mala ez a Hana. 
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Como ejemplo de Negicosiasa, la uracio-DNA glcoslas os una ema muy especca, queno acia sobre 
ositos U del RNA, por que recorro el DNA rcznocindo come extraño el urcio (que sol a dean de a ina 
na carencia de grupo ello), En las clas an ruca posibilidad de que U so Incorpora on a tos del DNA 
aci auna dUTP profosatasa que siria l pese precunce (UTP —+ UNP + PP, Sin entargo, en el NA ya 
Finatzndo se torna U con gan hecuencia por la deseminacn spontánas de € (p4g. 389) Si el ENA estoino 
lormado por U (en ugar de 1) sea mposiblo Aererca ls residuos Ll formados a part de C, ya mutación UC no 
pora ss reparada Gracias a que el componente del DNA es T, y no U, es poste la reparación de la mutación 
Iecuente 150 y el mantenimiento del par AT, Esta mecanismo o considera una dela veras por las que el DNA 
(Eon GC) ha podido avocionar como un major depostaio de a ermación genáca Si embargo, no acune lo 
mamo con as cfosmas metido, relamente comunas an el DNA eucarbico, ya desaminacón ondaa produce 
Tue no puede sr dstngudo dels Y propios del DIA 


Otras piosiasas do DNA reparan o ora análoga elversas bases mosíicadas: 


Ena NETA Lesión que repara 

racio DIA Pa y desaminación de 

metadona DNA gicoalasas INGA MEG TIMES, melación do G,C OT, 
MAC 0*Mo, sanación de A 
iporanina 

Tomamaprindas DNA planetas — E-nwiguenna anacón de 6 
Termamiscptinidnas 

Trdralo de prada DMA gcosiasa — tina lea, piimidnas —— oración de primas 
cidadas o agrentadas 
Ie men 


Fnaimante, debo mencionarss que el reconocimiento delos stes AP es va no sólo par completar a ación 
prova delas Ngtcostasas ano paa corogk la despumación espontánea. que es un hecho relalwamenta racismo 
(pog 358) 


2 


.4. Reparación de apareamientos incorrectos 

"Normalmente, los mecanismos de reparación anterices acian al poco tempo de que se ha producido ln 
ración, ames de que 6ta se pora debido a la ropicacón. Sin embargo, existo además sos process, 
¿enoriados de reparación posreplcación, que corigen aros cometidos an la rolcació eros quel mpidon 
(aciun, por lato. un vez par cea dvsión cola) Entre als so ancuentan la reparación por recombinación y a 
reparación de spareamientos incorrectos, Comentaremos slamante esta lima, 

Los apareamiento ncorectos a poccen or emores de a repiracón como consecuencia de recombinación: 
8 mamo sistema as también capa? de conege pequeñas inserciones de 1 a 4 nuciadtos on una delas hebras 
Nomamment, 1 mayoria e los eres comas niciment por la DIA polmerasa o rcifcan gracias asu propia 
cvodad comectra Gs paebas,  axonuciossa 3. pero uns pocos puecen pemanecer in comege. Es eones 
Fuando entra en juego esto mecano, fomaco por rolas que reconocen la presenca de un par de bases 
incomectament spaasdas y elminan la bae erónea oben un ramo de 1 hebra de DNA quel conte, Éstas son 
Ivwgo repuestas por en meraremos de reparación a estudiados, con intervención de as DNA polmerasas6y y sus 
eslaires RFC y PONA. En humanos se han poo dentiar 5 gonos que coican proteinas de st sistema de 
reparación amados RMS. MULA, PEMS!, APMS2 y GTO, 

La cuentón portate que sua es: ¿cómo delrmina la maquinaria de reparación cut de os dos bases de un 
parinconeco s ls amónsa, a que hay ue minar? Parecon xa vara mecanismos para sto, prono de eos se 
Baza en a metiación del DVA (209272) Las enzimas encargadas de a metlación de tasas tardan un emo an 
car, por lo que e sl DNA igsex rocón roplado la eta nueva aún no est metia, mentras que la habra 
progenitora ao ena, Esto porrate 4 las prtsinas reparadoras dllrenciar la htra nueva. qu ha de sr la que 
Conte a mutcin, y come ésta. Esto mecanismo ss conccs bienen Ecol, y poseen acia bajo pncios 
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25.7. ENFERMEDADES HUMANAS ASOCIADAS A LA REPARACIÓN 


Se conoce una saña de onfermadados arbuias a detcis on gos quo coca prtnas e reparación del 
NA Estos defects conducen con cuencia a una mayor nidenca del cánco, pues 5 produc una acumulacón de 
mutaciones no come 

El cáncer de plo denominado xerodermia pigmentos,  pigmentaria (XP. lamen, xotoomia de Kaposi o 
melanosi etc” progresa), una entermedad hereda causada por una delicias cn alguno de os genes 
Fesponsables de tepvacón por escalón de nuctedlidos, conduciendo prnopalment ala acumulación 6 dieras de 
limna. La pel de estos enfemos es extemadamente sense 2 la exposicón a los rayos UV de la luz ota 
úcasionándoles cánceres de pa con vna cuenca 100 6 2009 veces supero a a de pasonas nomales. Tambian 
sure na ncidnci de 10 3 20 veces mayor de cánceres en rganos nismos. y sintomas neunigicos coro raso 
mental, iaa prog y sordera, Se han kdnificado Geferon causantes de XP en 7 genes de ema de 
Fagaracin. que codicn consonantes de a oscnuciensa: XPA, XP XPC, XPD, XPF. ERICO! y XPG [pág 200) 

El sindrome de Cochayne (05) carctrzado por enaismo,rtaso mental y sitemas neurloicos progresos 
causados por desmainzació, también con una sensisidad moderada 3 la reci lala, se epa por 
mutaciones anos ganes OSA 6 058. teacionados también con la reparación poo más bien con su conesion on la 
lenscipción Algunas mutaciones de XPB, XPD y XPO dan lugar sindromos solapantes APICS 

ta enfermedad genétca relacionada con la reparación del DIA es la Wicotiodisvla (TTD), detas 
mutaciones anos genes JTD-A.XPB o XPD, Se rata más ien ds un feta del ranserpalen, ques pue comegir 
Inv or miromyucctn de TÉUH alas cas Su ricas (on os dos Los casos, solapamtes con XP) nc 
Enric dental, sl nomallasosquedca y eras menta progreso pr esmioinicacón. 

El cáncer colorectal hereditario sin polipsis (MNPCE, horita onpolyposis colorectal arco, uno de ls 
srceres hesesaros más comunes st causado ps efectos ón os genes MUSIZ0 HL, ato rospomsables de 
la reparación de apareamiento moncios. Se pueden detectar mecano VTA. pues el sisters de reparación 
delecuoso no elmia pequeños bucos de hatra desapareada de DNA, o que conduce a ina mayor longitud de 
gunos microetétos de DNA pág. 23) 

ras enfermedades socias a electos an los ssiomas de reparación sona ataala-telanglectsia, asociada 
con una mayor sonas lao dol DIA por rayos Xy la anemia de Falcon, que parece deberso un defecto en 
la reparación el año pr enterramiento quimico de Bages. 
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Diversidad del genoma: polimorfismos 


261 Introducción 
252. Diversidad gnátic dentro de una especie. 
263. Mecanismos implicados an la variablidad genética... 
2031. Dupicacón del atera gen 
2032, Tapes 
204 Consecuencias funcionales del polimorfismo. 
2641. Polmertemo en egenes codfcantes  polmortano gene 
284.11 Sa efciotenclic, 
25412. Eon alteración defecto. 
2642. Emplosreresontawos de polmorismo génico 
26:21. Palmero de grupo sarguinen ABO. 
2 Gertdad de s grupos sanguíneos y aspecon cuco 
1) Gendtcayboquimca del sitema ASO. 
25422 Patmortano en ocur del galctosema 
a) Descrpcón y boguimica dela glsciosamía, 
6) Genética dela gaactosema 
26423 Potmoemo dela antena. 
2643. Paertmo a regones gónicas no codicanis 
2644. Palimomo un egenas no génias 
2645 Poliroramo an el genoma miscondral 


26.1 INTRODUCCIÓN 


El DMA genómico muelas es una antasa extremacamente Varatia, n álo entr Indice de espacies 

¿feretes (ración máoma, ineraspace), sino tambn entro nviuos de una misma especo (sanación minima, 

inraospcio) Esta versidad ssosporsadlo e fenómenos ijgios de ana tascandonc tomo la aviación de as 

Y, dentro de cada espec, dela presenoa de Caractoiicas Glerncilos en cada vio, unicas 0 

1 vanacioes e l secuencia del genoma; or tanto, en un 

eri amplo el Concep de afversidad se hace enónimo de polimatsmo fer <u epiicado oral, muchas mos) 

más concretamente. posmarismo genio, crorosomio, de secuencia o de DNA. Los propecios de sacumcación 

del garoma ya lenen en cuenta eta versidad, normalmente. se secuencia el genoma de ndviduns Sonetos 
raoraseriatos de dstnts razas ostras (ag, 240) 

El polmorismo afecta tato a reienos coiicates del genoma (polimorfismo génico) cona na codicantes 
(polimorfismo gendlico en general, En amos catos puede const ena varación de un 00 par de pasas del OMA. 
menos recuentemente. de monos de (macromutación) El prsmer caro se conoce hoy dí tomo polmurtemo de 
ún alo nucestdo o SNP (acia ingis de algo nuctecudo pomor cocqunimente, “ng, Culquer 
Varación puedo ter lugar on clas gorminaes o reproductoras, con lo que se transmite a la descendencia 
¡polmortamo horario, por eempo e a orlemacados Eongénis), o bn n cálas somáticas o reprductras 
mcuyo caso o s trans poemes no ermdtar, or alero on a meri elos cantares) 

Inicitmante, a deición de poimotemo 1 slra alas prova, y luego sus ganos. Hoy la, so debe def 
amo la exstenca smutanes on na polaco de genomas con detras alos par un locus delemanado”, san eto 
único 9 me, Los alos son variaciones dela sacuonca de DNA presea en un cs o posó dei en cromosoma. 
[pag lt consecuentemente, en une céla Jpiis ca ecu auosómco st orupado por dos sitos, uno de arg 
pateo y o materno, Sluados a sendos cromcsomas homslegos E) grado de polimortmo de una pobiacan e 
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26.31 Duplicación del material genético 
Se habla de dupicacón a gran escala cuando afecta 8 grandes porcones de un cromosoma. Sn entrar a 


desc los aspectos canretos dl procesa (propios de una Canétca Molecular), debe ndcrse que ha acluado 
programe duran solano ina vanedad mecano compis 


eta: e la generación de lan gan variadas y cansósa ds DIA peo en las regnes 1 codicates y 
Codfcanes del gonana sucanoteo la recombinación no homalogs o desigual Ésa cero durant la monos. 
ari omdogos a cesecament alados de un far de omosomas en ox ua, er anto, no colnci ls gras. 
quietas (como sl oGune en la ecaminacn homdiga), pero 33 envian regones con simi de secumos 
¡Cosmo conuecuercia de sbrecruzamto de cromáts (79,208) dIaO puedo scr maya canti de mater 
end0ca que elo que supone e ambos, eciemers, ua mueran Opinión y una doc 


Mi=NA => 


par decromocnn o rn comen na 


ven sedeseTa 
Feli dee, 
cin ment 


También han surgido por dupcaciónpénca los genes que cosícan e pos ererts, ls ¿soformos (lors 
ateratvas de una proteina), en 34 caso, la scenzinas o morimos oras oral de una enzima) Fr ajo 
la fosfatasa alcalina, colada or merca £ guns diferentes, que s onrosan de foma dlerncia cada tejido 
Trs de olos estan agrupados crca del ialomero el comascra 2 ALP e mestre, ALPP de placenta (cn un 7% 
e Eta ar si) y ALPPL. seria al de placenta El gen dela cuarta acema, ALPL e gado, hueso, ón y 
ros egos, a Jcafzado era del émeso de 1 y muestra una simdnad de secuencia de 57% co1 ALP y 85% com 
JALPP, Tan sevada homología inca que estas formas esprctcas de a mama rola engenala e orguaron por 
na uplcacn génica ancora 


26.32 Transposición 

Otra ver garantia de santidad genérica es e precede ransposición, ten corccido en aceras poro 
tamisén presente en el genoma de las cds escrctas. Corsi en el despatamento, de un 2d0 a 010 del 
cromosoma de frpmantos os DNA amados slemenios moria aereos Vrsronises 7 ransposones, su oc 
es Variada, desde unos cuantos cents de mucectdos a decenas de más La Varesoncón ee Imponsabla 
scalas de una Gan prepecin del DNA rupattvo no codfcarte, demacando la sacuencias Aly Y LINES 
(bh. 114-115) que pora scas suponen 670% el genoma oran, 

Existen os mecansmos de ransposción en eucarcts 

En el mecanismo de cortar y pegar, que tamtén ss da en procectas. el ransposón se mscindn del DNA, 
donado para nerarse en el DNA dina, ds modo que la moécds donas queda merma, ora, y el 
tonsposón camba de mol. Los cores y ¿monos estn catizados or enema sspeciicas, Fansrosasas, que 
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raconocen veras sacuencias dels extremos del ansgondn. En algunos casos, la Lransposasa está codficada por 
paro dela propia secuenca del ransposón 


gia de DA dle 


Mesón 2 e DNA (epa aa, Henjón 3 e SA ap ds) 
ao erica nom dino mamo cromo nt dto 


road dd) splicada 


hHedirte mecanismo de rerotransposición, clio de nucaritas, la segon del DIA donador que se 
transpor se ranscibo prmero a RNA (or AA polmarasas collares) A part de 6, una trascripasa inversa 
siga es comesponciene CONA (pags. 195 y 206) que luego se nena en el DNA dana. Ese mecaniemo es smiar al 
Sola ropicacón en serouin, de pon cel nomtve. Debe taco que, een e mecorismo de cott y 
agar ate, en este aso el tansposón no combia meramento de lugar, sino que además se dupica. Por último, 
gunos reroansposonss codifican en sy Propia secu la ranscriaa Inversa necesaria paras propagación (por 
emp. LINE-) 


26.4 CONSECUENCIAS FUNCIONALES DEL POLIMORFISMO 


E polmorfamo puede tan distinta ascendencia deso el puto de vsia lunas dependiendo des aecta 
regiones no Codicantes, reguladoras o codficarins del genoma y amén del modo como afecto al mensaje genético 
Seen ¿mas 


26.41 Polimorfismo en regiones codíficantes, o polimorfismo génico 

De la porte cosficante del genoma humano (arededor de 100 00 genes), se cre que unas tre cuara parias 
son monomorfos, ganes incas cempardos Sn varacén por todos los Inicuos. Éstos contuyen la pan del 
enema común "de rferencia”, que duna la soc y determina sus caracteristicas (po o humanos, presencia 
Se cabeza tronco, entrados, ne) Tales ganos son ca dnicos a los correspondiente on la aspect más cocana 
(en musa caso el grla), El reto, Una cara pare del ota (unos 25000 genes), son polimetes ss variaciones, 
kn muchos casos minar, detemina el potmorismo génico, 

estr de polmortsmo génico s pueden sigui dos siaciones de acuerdo con su trascendencia lucia. 
dec, feto sobe ello, 


26.4,1.1 Sin ofecto fenotípico 


Aun estando la varablidad Jocelzada en una secuencia codicant, el pomodamo puede no tener 
consecuencias sobr e encpo (es deci sobr el produc génico),pinapalmente po os malos: queno se aer a 
cuenca pola codtcada (como corsacuencia dela degenaración del código genético, caso de las mutaciones 
“encosas pág, 349) que la varaciónccura en ua regón de la resina queno oe esencia para su furció (ente 
ras, ls mufacionas conservadores, pág 360, Podrian nclursatamtión on sto úimo caso ls polmartamos que 
Alcan a os Intunes, tepones, genia poro NO Coáficaras (que. por lao, puedan Corsidorars también 
Polmortamos no glncos, pag. 376) 
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Este 1pO de polmorismo es l más comin,responsoble de una dversiad genética artramerte normal. Las 
proteinas Tommadas por ls sins alelos de un locus de este 1po Son vanants retarwamente comunes, con 
Escocia y estuctue idéntcas o smires y manteniendo una ncenaldsd simio. Apateca. por Semi, En 
otenas pirsmatens como nmurogeaulnas samipena, Pastogoona,terslerma y cenlognemns, yen obras 
teinas tanto nr: como oxtrceldares. Cuarto años, stas formas múltiples variantes de proinas fueron el 
Ena! producto aprecia del pormuiamo, gracia > separación, percent edarte celos 


26.412 Con alteración del fenotipo 
Enotos casos a vorisión en 1 secuencia del gon moda 1 scvenci de a pretino ds foma que acto 
su luncionaldad. Aunque esta modicacón puedo sa benaficosa (bas dela avui) lo más común es ancontrar un 
Solmoteno patolegico o delete (pega) La altración puede modas las coractrisicas Dequimicos 
Filas oIclso morfológicas det cet. puciondo eg orga procascs patolgos en fucn de la gravedad 
cho seco teorico, Se puede astngur antro 
+ Variaciones enalíicas que no infuyen en la suscopsidad a enfermedades, caso de los: polmorismos. 
resortes del statra el clo de al, l grupo segun 
Varacenes lemtipcas que miuyon de ema lev o mina en la sLscogtsicos a cnosprucesospollgios, 
ses amo a olmos pespofsabtes de asus moros, complejos 
+ Variaciones fenticas que desempeñan un papel impornie enla aparn de una patología Esto es lo qu 
cue por ejempo, con ls hemoglbmnas ancrmats, que 98 mondistn en forma de mlermedados genéticas 
recaen, a conta de enermedad genstica conste la matenación mus Cin y avuces más estema 
de un cambo genétco 


26.42. Ejemplos representativos de polimorfismo génico 
A contruación e van a desarola n tato rs jemplos do polmorismo proto sen conccios, algunos con 
mprcaconespntolgias,rgados pa ends polimertve gontteos en egonoscxdcants. 


26.421. Polimorfismo de grupo sanguineo ABO 


2) Identidad de los grupos sanguínsos y aspectos cínicos 

La existencia de los gupos sanguinos humanos del sistema ABO fas el pumer caso deso (1980) de 
verd poten determinada genéticamente. La enstenca de tus alos determina cut Tecipos en a engro 
Tumana, denominados grupos sanguieos O, A. By AB. Esos se dean la pecera rencia de ds aúpenos, A 
y 8. en la supetco de los eros. Estos áigenas son ogosacándos dleretes ere si_que Toman pane de 
stucturas gcidias mayores en iceproeins y colas, ados lato en la cara extra de a membrana del 
trcto como de la mayoria de las clas del organismo (especialmente eptelaes y andoteales, al como en 
kecrocones soles [or ejemplo, en las mues un too de glcopmisins presea en sana, Jugo gásrco y 
zación esta 

"Una partulendad del sistema ASO es que ene plgsma de una persona se oncuontanhabluaimenteantcuerzos 
contra los aigenos de ls que Caacen sus cálas. e sta delo que o conace como “ancunos que ente 
rialuramens” (ratura occumng antbados, NAC), es dec, que no son restado de una rescción muro, Son de 
oo IM a decenc delas anticuerpos inmunes, 96) y emplaza aprecio a pardos 3 66 meses de vda En 
consecuenca. en cada Indviuo existe una relación recproca ente os anienos presents un os eiroctos y ls 
ricupos on el pasa, 


Femayo Gpo A e] Gpo AM ooo, 
Antigoros 
prose 
seca, " y mguno 
Amics 
Pere 
EN 
ar an vingano | amy ani 


sm. 


La trascendencia de estos antcuepos natales rai en que determinan la compatias de ransíusiones 
sanguinea y de asiente de ias. Una combracón pato es aquél en la queno cnidn antignos e os 
rocas de donar on anticuerpos de pasa ds recupe. En consecuen. lu O es donante universal y el A 0 
racer universal 


Compatibilidad en transiones 
Los etrchos del name ns deb ccoo tuo pos cotas amenos al 
e rc lc se paiacea a sepan elos cncs nad 


El 


Esta COPAN es también a Dama del márcdo neck e detención dl gupo sanguineo 


Ensayo serológico para determinar el grupo sanguinoo AO, 
am, más Comino, uo de up amp conocio lot ero e una 


Muerta EN 
—1 


b) Genética y bioquímica del sistema ABO. 
Dese el punto ds vita de a Doa moleculas de suo neos conser has mpkcacones en ambs dress 
¿e un tema polio lan egrsentato com el de os gus sanguíneos ABO, 
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“Genes que determinan los grupos sanguincos A B y 07 
Er e ln 


e A50-Is a iclites que, r e 
too generos neos 0D. 


DT 
near mos 194 
1 gon pesado elo yA 
1 praia dl il 
Eine 1 un plpudo co 
civil Ica, 
Eodacirqóblco 4 
ocio (Nos ud ae 
renos ce y 


la orden Y 
El gen AO cos cnn 195, om Y sons ym 
La sestons cnica (sane 1946 
Vin elo (y 0 dencia varon to de o cn 67. 
Lis rod génicos de Jos los y Pon ads de 35% amd. con 
val mama de 4 y aledo loscaa as, 
podi eo cono 11 nico no ev tod ob 


Gen ABO 


ÚRNA os 
uo 


5 dl sous cia 


= Ey 


inn O ue xo 
procina ne 


elicoslansfeasa A 100 mm) 


pecicima O coo 


Para una mejor compresión delas dferencias causante del polmorsmo, se detal oa puntos potmórcos (an 
Jon asones y 7 delas cuencia de MRNA y protinasntatzados por cad soto, corsderano el A como elerenca 
y 818 y Domo macs de aquél 


Regiones csants del polimorfismo, en los cxones 6 y 7 delalelo A (considerado como alo de referencia): 


e 
e 


CONSECUENCIAS FUNCIONALES DEL POLIMORFISMO. 373 


Los aspectos conseerados se pueden resumir mostrando las elaines ene ls dos lacus génicos, sus lets. 
los products géicos de des y los anianos resultantes dela ación de esas ovinos 


a Farro Tolo] 
io | Producto gónco (resina, liosransteras) enerado pora 
1) [2 tn sor some y unimarc EC) tarseras 
5] A [rrcostranatensa y 
2 alos (lc 2 crearte 
Homar ETAE) 
race [| trio aga 
ADO | A | oaacociite A 
alos Trarstrasa dl go noangueo A 
Aya cortar ccleaner 
kodornantes, || EC24:140 
rocoso [8 | Galcionvansionss 5 
cp migas crec 
otrora ET 


El gen ABO conattuya un eemglocdico de mutiilamo: los ajos Ay son codorantes, mena que O es 
coso, por lo que len  gencipos posts dblarmnan 4 fmotpos, En Cualo al qan pose 00 20s llos, uno 
inate (y ota receso (hue produc  gercapos y 2 fnotos 


Grupos sanguíneos: genotipo, fenotipo, anigenos y anticurpos presentes 


2 | mas [a] Mi | Mas 
O EE 
e 

tuo meso | ma | moays | es 
ly y E 
OTTO ET 
Do | mo eroticos | amis 
A 

meo A oro | minor yu 

2 02 y 
se 

mo noo . mena | inma yes 

o Js no 

OTI IT 
AO E TO 


PEN vaso de anotos Inmo ss niatza el antigeno poro que no 3 pueden sezarios 
antigoros Ar. unouo oxistan gosiransteasas de po A yo, Porlano.l gap 
Fsrguineo e aparentemente O. ela ama fango O Bombay 


26.4.2.2. Polimorfismo en el locus de la galactosemia 


a) Descripción y bioquimica de la galactosemia 

La gslcioasria es una entemedad autosómica recesica causada por a Impostdad de metabolza la 
ntacisa, que como consecsenca es acumula en sang, sintoma Que determina lomera dela ontermedas. En 
Teoria (véase lana metatoica) la galaciosoma puedo dobors a mutaciones en dstrias enzimas, ds Pacho 4150 
ha demostrado, aunque con escasa incióarco En ls práctica a cauza más facie son mutaciones an el gen que 
esdfcal orina galacosa-otao urdilransterasa(GALT) En tución Pormal sta enema, da 379 amincacdos 
ina masa de £340%, lona un mero que tala la rección 


P + UTP > LOPGH + PR, 


El nomtre coacto dela ensina es Uidilansionsa, porque so tansra a a gsacioss oso un sto 
usaso(UMP) sn embargo, s suele Usar UndiNansleasa, Obsérvese que dst as slo una de ls 3 animas que 
Fraroron un grupo usa, 
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ES MO 


Sa Blucogenogéness. 
OP galacios ermerasa 
Ecos imeras 

enzira 1: EC27710, UTP-Jexosa ot uidiManstena, o 

dica foso wndlensemna, o GALT 

Esta sa ensima cayo poimorno s esrbe aquí) 

encima 2: EC277.12, UDP glucosa foo wii, 

ved tin 
enserad: EC2779, UTl-glucosa ost uiiartesa, o 

puc sio arras. a UDP-gucos pios 


Los recién nacos con gatactosenía comienzan, en las semanas tas al incio de la lactancia,  esaralar 
problemas gastrnsetnaes ceros: hepltca y catarata. más adelante la orfornedadproveca retraso mental y con 
Frecuenca resulta lll. Se puede oval la majo par de estos fetos advoros elminando dela alimentación ls 
produc reos y tota unido Laciosa  glacisa, 


b) Ganética de la galactosemia 

Los rios fectados son homociglos enel lcus GALT para un seo mutante e han encontrado al menos 150 
los dlerertes en ta locos [atado en ln banda cromosómica 0913), con nluenci variable sobr la actividad 
“mamátc y, consecuentemant, tre la poslona de desarolr la enfermedad: Las recuencias de aos llos 
Varin mue depandndo del poblacón considerada, omo suele ccu con das los poems. Los llos más 
Facuentes. rormal) G (gotactosemia clan), D (Duarte o Diaño-7) y LA [Los Angeles "Duare-1 dan agar 
las sopranessluacines 
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En 3 ormal 
66 st paleta ds 

En Ena pomal- Dude” (aciudad reducen condon 
[ETE EA normal os Angeles Laclidad extasis ncerdenca) CT 
NG En normal acia reducida, si Yascersanca) 

NO. Ta normalfacnida reducida, si ascordenca) 

mA Ea omar sctidadenceiva sn bascondercia 

6D. Ea tuación me 

GA 0% ncmal acia reducida, sn TascardanES] 

BLA ES normal 


F' Elenco bioquimica “Duarte  ¡entca porque La encima GALT se pesen en una sofoma, 
más cia coNesente con mutación de asperagina  asprtco que ss explica después), de punto 
“somcnco menc, que avanza mas rapidamente en letales yen soslcrcentoque se a 
más cora 08 ánodo, Las varames Due y 25 dleencan en su acudas emamálic, 


Todos los tenolpos resumidos anteriormente sona su vez polmóros. La reducción dela actividad enzimática 
varia on diste grado según la combinación de lees que presente indu 


Detalle de las mutaciones causantes del polimorfismo en el locus GALT. 


Se mia e dea GAL e! ps ndo ca 
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TURRFUVGYE MLAGAORDLT PEORAERLER 


GAPTGSEAS 


HYYPELIRSA, 


Ea eii ri oo 
Et lun cone 10 men 
mauro 


A (Also) o umi el como cv id” cc: sd rs eh prin en 
ls Set endo a mutció, IRA Gi, o cri ul qu a distin aci 
La mue QUA (Clav. da ana anión AGO) 6 la ás cae cn na con 
Alien ea. xpeiamono e ame loa Sapa y traera Cool en pci cn rd 
omo so) ie pcont. 
La uc KISS yoo, ed na rss AGA e a gunda más cone e a ulici 
sie tn ls fiin sos (alce) 


La mici SSL (Srl dei a anotación ICG-FT1G) es yuri ahnlae nl cms de 
Alcoi ve a obli acen e tr na Ue Nepal emm src 
sit mea sean tán enmaderdo. Se puede dtc ot lo mem RL plo 1 ova el 
rn co separa dama ala ima de stc Tap 


a metió NILAD ano ida ua sais AAC-ALAC) es craneal foma Duo. | 
Dame) y Lon Anales la "sto, E mo e cc or vedad encima rain Je dl 
prcne demáo la aten. ura muscón src LAB. [La] por ció CINTA, au pre e 
[us enn pul qu sn al, pen sr 

¡Sc ace rca dana pra ema de ocn 1 
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más robles del genoma de Un indus a exctustadad d su por gendtco¡savo gara ls hormanos gemelos 
«niisinos, nos cónicos que tendrán ls múos alos en cada un e sus ic, aunque Iniuso an eto caso 
pueden existr Sterencas debidas a mutaconos somdteas) Se puedo, por tano, Ubicar el andlss de ais 
Polmorismos parla denticacón e una persona, con una fablidas gal 0 supenor al de ls ula daclares a 
Gua ha dao ligar l término Muela genatca o huella dactlr genética (pig 295) Co osa tjeo 5 amgiran 
Prncipalmenta ls polmortsmos ens regions de DIA mi-y mirate (pags 114 y 21) Por ota part, puesto 
ue las secuencias po codicantes ro proporcionan tlormacin sobre Carstriscas especiales de as personas 
(posties etermadades, cuidados fics 0 psíquicas. ele) el ansiss basado on polmartamas de regonas no 
odfcantes posee la ventaja de via cualquier comico dc, 


26.4.5. Polimorfismo en el genoma mitocondrial 

En el genoma mioconaral pueden darse Igualmente musaciones que generan un polmorismo, Su DIA 
úexperimemta mayor proporción de mutaciones que el nuca, debido a exposición a ospaciosrazcivas de oxigeno, 
Jasalames de malstciamo octavo moco, a encotrar mas Jesproieio Do cara Ye Patos y a la 
menor fcacia de los stamos de reparación miocondrios. Do osas mulcones. aquétas que afectan 3 reglonos 


(que oxófican y par la vi de la cávaLas mutaciones e a tegón ne coca se conservan con más 
laciéad_ al no poseer feco feniico, Aquelas mataconos que no son perutiales dan lugar a pormerfemos 
gendtcos, can vez parece más cl que dsts Lmpoco son completamente norios para las rentes funciones 
Coltres. Por jee, una combración parta de eos en anos lors polmórios del cromosoma miscondral 
Fumano (poco tecuente y deneminsda“haplegrupo Y) da lugar spermatozades ton molidad educa 

Core consecuencia, los polmortamas más comunes son aquálos que aleta a a únca repo no oficane del 
DNA máocondral, conocida como buele D (pág 160) En est cono tramo de DNA (1112 pb en humanos, menos dal 
a del MONA toa) sa acomlan muacones con wa fecumon Enco veces supere 1 dl resi 90 DMA. 
miccondral En parts a inc de polmortanos ss méxina en os pequeñas porcores dl bue D, denominadas 
or alo regiones hporvariables. 


sa de desplazamiento, bucle D o 2099 411125 
1 de Eplrcamiento: bento Da Do a 


cgi regida cede e 
e ad al cciedo co 
repo) y pamanes eo 


El anat de polmortamos en las regiones pevanabes miccondrals está encontrando gran apicacén en 
estudos lammares. antropoígicos evoialvos y tambn de Idenicacón A, este ómto Conrouyo tmbn la 
Conveniencia e obtención y manes de muestas miacondrls. gracias a 1 oustnda de uy mayor número de copas. 
(Gents de micos por esla, ada una co docenas de coplas de MIDA la que dsminuye 1 probabilidad de 
que esas estén destrudas o dañadas, rauciendose en fia on una masor mitad 1 DNA, Por toldo, al 
Sor as fogones hpervariales mucho más oras an el MONA es improbable mu degradación en oda ls copas de 
DNA dela muss 
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274 introducción E E 
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2731. Polmortam enlarge los agments de esca (RFLE 3 
27.311 Ejemplo: Polmortmo e a Pob, causante de la anomia tictorme, E 

2732, Poloremo en irme separas on andar (VTA) EN 
274. Aplicacionos de los polmoismos de DNA... E 0 
274.1. Mapa e polmertemos SNP. EN 
¿42 Anita dl DNA con nes tamara ss 
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2) Viloraccras pelmiraros El 
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+) icianca dels enfarmedadas congánias E 
2748 Bes o ces de DNA ES 


27.1 INTRODUCCIÓN 


San mues los aspectos de interés en el estudio del DNA génica, tao denda ul punto de vita básico 
(ntomacin sobr el roo gen) amo, especalmenie, para su apicacón al ontuso de la entermadad moecua con 
ines dagnóstcs y terapesteco. Aunque sl conocimiento del factor gent o basta ara roslvrdefiimamenta la 
úendermadad, sí que s obigado conccar l aspecto molecular de gan a genes SslunconalsresponcabesÍmulació o 
mutaciones) para poderla enca El número de enfermedades par las que ya so dspona de Mommacin gónca es 
muy amplo, se pueden Ca, por ejemplo, anemia tlomne, cáncer de mama y de colo horedlanos, cora de 
Funington. datofas. musculares. entemedad de Alzmamar. enfemacad de TaySachs. forges qui, 
Feurofesomaloss, poquitos seal, sindrome de Marian, sindrome dl X ra, sordera eradtana, st 

El bjotwo de a genómica estuctua (pg 217) es identfcar 1 cuenca de genoma completo y, sota odo, 
Iocalzar los genes. responsabls de entemedades Aunque El Momo de Genes tocados. ha crmcdo 
úexporerciaimeto desón los años 70 hast la acuzióna los ya ¡orianos suponen menos del 10% de aa! de 
genes presents un el ganara funaro [estado como mada on unos 300000 genes, 39 230), que au vez slo 
guia aun 3% del genoma total pág 109) 

Ent los aspectos estusados cabe car la locizacón de genes on los cromosomas, la dentición de la 
unción de sus products génicos sn la có, la búsqueda y delección de genos anómalo meponsatlas de 
entermadades emocxdas 9 mumos, la entlicacón d mutaciones rsponsats ds las anomala, e esto del 
Dolors de cuencia, sl anal de ls protenas sintetizados en foma alarada, as pruebas genalcas en el 
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agro caco de etermedades monogencas y mutaciones, e El concomento de esos y aros aspectos 30 
Frcrementar en os prsamos años con os cats rancas en el conccmienas dl gana humana. 


27.2 ANÁLISIS DE GENES 


Bajo un término an genérca como el de análisis de genes se estan en esto tema algunos de Jos 
lanteameriza y hemamenias báucss sobre as que se atera a rueva medona malena. mediana genómica 6 
Imaciona del Ro y en lor que 2 bmaa a más larmachvica enn nano de Gesaolarlarmacos que ct 
sobre genes anómalos. con estrategas para stos 0 comegr ss tundón. Nuesto enfoque, muviablonte 
estmado, no sa dre 3 estudio de enlemadados corcrets, más propi de tstados especisizados (cios, 
natodlegCo, se) Ano la desengcón e gunos aspas apicados en dapostco y a otpéxta.partendo de 
la mlomación aportada en los temas precedents y squendo como objetivo ls puntos incicos an los lemas. 
gunos 


27.24. Búsqueda de genes por análisis de ligamiento 

Un prer paso en la búsqueda de genes s a determinación apramada desu presencia uns cromosomas, El 
aná e Igamsento cio, y estando para el mapeo de peroma (3 219) Porro negar la proximidad ento. 
os gens apar de a Irecuencia con que stos aparecen recrrados en a descendencia En humanos se consigue 
na Jocalación más precios % el als del gon Ducado se hace no respec a 000 gon, no a marcadores 
ponatcos, ospciaImenta is polmótcos (pág 221) 


27.22. Empleo de métodos físicos para la identificación de genes 
Esto proporciona una localización más rec de los gens. ya que a descrtan n distancias arcas de 
bg, 221) Sa hace uno de mátodos huandos an algunas Caracas de lx penes. usemos en rgionon o, 
Codlicartos 
+ Islotes CO. Se conoce la presencia decis Co Ipometiados (pd, 272) en amén promotora de genes de 
Veritrados que va tanacrtan acovamenta. más de 30%. de los pares hunaren presentan tales cos. ES 
ost ur la Guracas (ng 215) ora Buscar esta by de secuencias y al dois anos potencial 
un 00 caracionzados 
+ Marcos ablaios de lectura. Pues que a rpón cosianí de 100 gen ha de empezar ar un codón de io y 
"iralzar en no de tinción, la búsqueda an ls gentecas de segmentos de DNA Comprindior unto estos 
llos, segmentos denominados marcos ablatos e lectura (ORF, de pon ¡mad Fame: 9, 294) 0 o 
método para ancora garespoterciles 
+ Genotacas de <ONA Evcniemanie un en que se expresa en un po Cela Jeerminado ha de omar 
representado por la presanci del MANA vanserto a par e dl E alos de ganolecas de LOMA (949 210) e. 
sl Ara ua ara a Egea de puras on 


272.3 Identificación de genes por secuenciación 
La secuenciación sei a foma más deca y serca de anar un ge, de detectar un polímramo una 


27.24 Clonación funcional 

Se plantea cuando antas de conocer a alracón del gen se Caracenza su produc gánic, por emo la 
proloica Fesponsae de una antomadad (como la Pobra en la anemia forme), El ojetvo es entonces 
Iaertfcar la secuencia dl gan aherado 2 parir dela cuencia e la praia anómala, procesa conocido como 
«lonación funcional A parr de la sacusrca de arcas se deduce 1 secuencia de nuit del gen y 10 
aaña una sonda (pd 10) que pera catas por Misuacón eo mutante asociado ala efermedas. 


27.2.5 Identificación de genes y biointormática 

La Blontomátca o conjunto e tecnologías dela iteración arcadas al estudo delos fenómenos 
nt alcanzado su cont Lon ceasón del Propecia Genoma Humano, Ma so espectacular la ecroogí desarlada 
para amucidar el ordenamiento des aros de secuenca quese van cesctrndo, En ese momento se habla ya de la 
Bomniamásca (0 oqumioiniomatca) como una cnc que secos intomacón de área de concciniento antes la, 
reparadas ant 3 como la boquima, ls bolgía moecuar, la estadutca la farmacia, la fsca la felogía la 
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úgenátca, la química fisica, at. om caboració con e dosel de Ls nuevas generaciones d ordenadores nee, 
Va rovóNa. ele 

AL de ientcar la scuencas que defi ls eres, sa han laborado ls amos programas predictores 
e genes, extsten ya nos 20 de as, basados on stas apruremacionos y comtirando el empio de Sistemes de 
Fagia ados neuronales nelgenca aria), modelos estaisios y, más teclea, mesos Inguitess 


27.3 DETECCIÓN DEL POLIMORFISMO DE SECUENCIA DE DNA 


Para dotctrlasvriconas(posmorto, lema 25) en 1 cuenca del genoma de asis nducuos se acudo 
a ostras estratgias con nfeques arctrsicos, o una combinación de las. En princi, loma más dencia de 
etcis un polis sa secuenciación del DNA, pero por su laboriosidad sa sunlo cui a tras Iénias, otr 
las que deslaca los andes RELP y UNT. 


27.34. Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) 
Quizá el método más empeado, =e denomina smplemente PLFR o RFLP [Resticion Fragen Langór 
oye, No se basa an un cambio feniic, un Cambio dentcabl de a espresin de caracteres mrfologcos 
"non a ónteccón de aqueas vericones dela secuencia el DIA [colicnts 1 o) que len como 
“un cambio en ina dano de restricción. Por lan, os ftapmentos de restición quo so abren son 


(089, 171):Se pueda por año afomr que 0 RFLP es un edi ds pormortamas basado an hicación 
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27.32. Polimorfismo en el número de repeticiones en tándem (VNTR) 
Este 1 de posmorismo surge de a presencia de DNA repetwo no codtiame en aucarits,conretamonto de 
repeticiones en tándem (DW sais, minita y mirosatéto, págs 113-114) El palmortm, ente indios y 
ri os dos is d un mismo individuo, surge porque el número de unidados e rpoticón que lora cada bloque 
o a sempra mimo; de lil nomtro, polmortamo de numero vara de ropetcanes an Lando,  ampiemente 
VRT o VNTR (Varatlo Mumber o/ Tandem Ropas), La rason de que vai con laa facidad es numoro de 
upetcionen eta na posibaa de recomsinacónenro elas con sotrecruzamietosdesguates (ig, 367) 


Xx 
Fraemenos lado lloc YN 


le tracto 


[50 7 dales da fragmento de restricción que contone el lsque de repelicianes] 


“Cada alot contiene bloques con un número diereme de unidades de repetición 
Por tanto, número variable de secuencias repetidas devo del Iraemenno de restricción detectado 
por una da que hibida fora de as repeticiones 


Alco ——-—— 
noe por ubicó Sour uc ran con son 
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[Gaso 2 detección del propia Bloque de repeliciones:] 


En este caso a snds ibrda con la secuencia repetida. E resultado es similar al del 


Ae emo 
Alco == 


Los polirtumos VNTR que so omplean an la pricica coresponden a bloques moderadamente grandes de 
ridados de Sa 5 po, correspondientes a 1os minisatiltes hiervariablos Otros tpos o susen recibir ose nome 
omo polimorfsro de repezonsssencilas en indem (unica e roputcón de 34 pb. os cr. DIA mirostélta) 
y polmortamo de rapatcions en tandem asociado con grandes biques de DNA sale. Los loci hipervariables se 
aman a postees de fora caracte muchos llos. Los marcador más formatos tenen decos de or, 
por lo que es poco prota que dos individuos no emparentados comparan los mumos, Estos marcadores VNTR. 
Proporconan mucha mfomación para el análisis de igamiento genético (mapas genélcas, pág 218) y para la 
kdenticación de mdviuos (pets lorersos y de patemida, 89,285) 

anto los RFLP como los VNTR han incrementado Iuertemert l número d marcadores polmextcos de que se 
“legono para praminas la diversidad gon tic air ndivos y para sogu la segrogacin de terio porciones del 
genoma alo aro de as amils. Ss han desc mies de stos polímorismos,ecalzdos an idos ls cromosomas. 

¡Como atemalva al método ds Soutbr, ara desir el polmortsmo VAR puede picar una amplicación 
por PCR (pág. 186) En lugar de una sonda. e precisan entonces dos cesadores qua hbriden sendos laos del 
Bloque de epstiones. Puesto que ai sl se amplia regón que contena llocs polmórte, no es necesarío 
punicar e DNA. ni ero con enzimas de restricción. y en la olectoforess slo se sentarán (sin hbsidacin, bata 
la tncin nomal de DNA, pag, 138) a tandas dels apmertos que incuyen el loque de rpetíconss, de tamaños 

isinios según el llo reset 


27.4 APLICACIONES DE LOS POLIMORFISMOS DE DNA 


El analss del polmortsmo gendtco da pie numerosas aplicaciones, tanto en mvestgacón básica como en 
¿ica que se atan en os Yo depolmortaios antes deseos 
+ Los polímeros de! DNA que no llenen efecto lensípico se unan para la comprobación dela deidad 
(feta datar genéca) Se emplean para elo penalmente os RFLP y VNTR. Por jomplo 
'+ Diagnóstico de a paemidad iágica y seguimiento de aries genaggios 
+ Isentcacón de sospectosos en procedimientos panas, por Eomparacón con al DNA precadart de 
versos rostos lolegcos (sano, mon, salva, alos de cabo, tados corporales dvrsos pozas 
eras 
+ [gencacón pon mortem de indietuos, en caos juciis  atásttes 
4 Ovas apicacines de Ínerés dwerso, Por ejemplo, es posto apar estas metodologías a muestras 
leas con al in de comprobar ¡dentidad delas Hepnas, postldados de tanspianto, inestabilidad 
enáticacaracoisica de cres umaros, te 
+ E estudo de ls polmortemos qe tenen una coribución misma vo 4 la suscepabilidad frente a ciertos 
procmsos patospcos pose eres más, vspocalmenta nl prevención de enfermedades complejas 
+ Los polmrfamos que desempeñan un papel directo an la apacón de un fecipo patológico son 
"evidentemente, apicaies ara el diegnósco, ai como para el estudio delos mecanismos moleculares de la 
Enfemedad Patologia Molecular 


27.41. Mapa de polímorfismos SNP 

Los polmortamos SP de un sol uckórido pág. 365) son responsable de una ran pa de a desd dl 
genoma numano, Aunque la mayoria de ells no organ drecameria enfermedades, an ocasones puedan calzars 
Muy ear de múacires o poemortamos Inolucados en roces palgenos, o que ts hace sos como marcadores. 
Fenétcos (8,221), rue caaclrzando Cada vez yn túmero Mayor de estos polmorianos, 6 haos posible la 
Corstuccin de un mapa de SNPa. lo que se una al tiad propia de sgunos cono determinantes de anermedados. 

Se ha incio un gan proyecto paa idenícr os SNPS del genoma humano y orar un mapa e ata rección 
con la posicón de unos 170.000 de eos, En é paran, desde abr de 1999, es conto de ivestgación, avalados. 
po 10 grandes empresas famacóutcas, el Wecomo Ts rtáico y Motorola, En abri de 2000, con una Inversión 
«ue super ls 5.000 mon de peseta, s hablan ¡dentficado y crografado más de 41 000 SNPE, a part del 
Faena! gendtco de 24 ndiduos de disinis snias. En oso propeco sea acordado no pateniar ls socuoncis 
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27.42. Análisis del DNA con fines familiares 

El anar, ganraimanto por RFLP y VIVIR, de unos cuatospolmorlsmos pemte rezar un seguimiento dela 
esencia de los aos respacivos y 29 blo conclusiones sobre las relaciones familaros evo varas puros. 
Analagament,se pueden realzar eeludos evoos y nopoógcos, als coro el seguimiento e sy migraciones. 
Famanas dodo tempos prod y as relaciones en los afeceeros dela aza humana, 


e o. ts E 


1 RÁ A) 
= 


Análisis 

7 no esta de 3 le ala cl aleo 8 paterno) 

Sl exi anaciado a una enfermedad autosómica rcesiva (simbolos courendos: 

3 la padeció homoctótcol, mientras que 1,4 y 6 eran portadores (hetroiginicos)- 

5 rado de su padre 1) elallo A. con lo que se evtingió 1 heenci de la enfermedad por cs rama, 
en portado del enfermedad de 6 ue heredado de su padre (3) no de la madre 14), 

< Dela última generación. 10 y 11 son portadores, menta que 9, 12 y 13 están sanos 


Una de las prcpales acecacones de estos estudos lamilares ha sid relacionar la presencia de una 
úentermedas genduca. causada por un deleto en un gen aún desconocido, con la de un polmortamo determinado 
Meciante un seta amplo del Ao fami, batco en a transmisón menda del gen puciógeo y de 108 
marcadores golmiéicos, se purón Begar a encontar un sel polmórfco que esté gado 4 la etermedad (por la 
rokmidad de sue lod respacivos en el genoma, 1dg 210) Esto Semds, en primar lugo, isentcas de loma 
Foxocmada la posidón el pen patog y 4 nit su DuSqueda y, or lo lao, el dagnóstco reventyo de a 
enfermedad medante la dhtoccón del oo polméxtco asociado, Esto procesminto se ha apo con algunas 
rtemadades humanas, omo la oia quística y a corea e Huntington, 


27.43. Huella dactilar de DNA 

Como se Pa viso hasta ahora, los polmorfamos RELP y VNTR se tcalzan con una sonda parla, paa 
“examinar un locas inco. Sn embargo, la meyoria de secuencias repitos que se esudan on os polmortamos VITA. 
parecen en males zonas el garoma [ecuérdeso que los maty mcrosatétos son DNA moderadamento poto 
y acperso, cegarizaso en bloques dopersos de fepeconas en lándem. pág, 112) Las unidados de rececón 
rentes an puntos ds del genoma puscen ser cónicas ion o sueleiemntosmlares omo ara permi su 
tección smulanss en todos esos lo, S o za como sordo Uno cuencia que ue tras con odos los 1 
e una fala de DNA min. o morte, e puede observar smtáncsmanie l parón polmórico de todos ls 
ue, data la combsnación 6 gran número de vanaciones nduiusis s prácicamente nico para cad Indu. Por 
20. a parn restante sel lama “huela daclar de DNA” (DIA Ingerpri) Só os gomels déntcos presentan 
Frias ncdiergulis 

La huela genética puede utizarse mn estucos lamirs, pruebas de patemidad, ertcacón de ecón nacos, 
ú«rmeoiogi, prosas forenses, tc va e sus apicaciones es la elección rápida combos sonatas del gora 
or ejemplo, comparas DIV de idos nomal y nscpsalco En un aña proporción de tumores magno, la huela 
enátc suo campos, qe consisien en la aparición praia de bandas 


Conclusión: umicngticos dicigóticos dicrguicos 


“dodo Í0 


27.44 Análisis de polimorfismos con fines diagnósticos 

El ais de polmortamos e un metodo peo cra l agróstc, en espec pr la poniad de detci 
“entermadad ares de qu sedes, a ¿rmiaponcón garetca » ceras ortermedades cuya causa mn unica Es 
e norma Irsa or ejemplo, l dagas prenatal de atemedades connts, es decr de “oda aroma del 
eaarolo mertlgis, estruc, unconal moler presene al acer minus pueda manitas más ade) 
tama onama. mila o esporkéca, herir ano. Unca  múlii”(setrición de la ONIS) 


Ta 


E E O rn tn ie 


aleación de estaca, 


A pda de mon 
O irónica 
ria radicó. 
>] cn 


mos micos 


Una vez realizada la axplracón mécica del paciente, es dex deineado el fenctpo cio, la conrbucén del 
Iabornteno al diagnóstico pude hacer » es mes exrenón y pesen de los ones (vel gano 0 genoma) 
lc Sot el priciogánio anormal resulte o que Boy se lama praecma), y via meabdla o desequlto 
quimico alaciado (net oquímic), Cualquiera de astas siuaciones constlye un cto y debo ser osado en 
Patscgin Molecular, una mate hoy da mutcoginar 

Los oras congéntos se pueden considerar como paradgma de los vastomos tioquínicos determinados 
gonstcamenta enla eárucura y Ancón de moles prtecas. La ertermadad es emplemere la urvación ás 
renta de una varación genes que aleta aa sa 
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27.441. Diagnóstico de errores congénitos del metabolismo 


A aerencia de cuts, donde s suelen Ulza muestras de sangre 4 rs Is, e el dgnóstico prenatal so 
zan dos tipos de fcricas. no Imastas, que Incuyonulvasenios y radograa,  imúauivas, como armiocentss 
ops de velosdades corónicas, cordocortesis o biopsias de higado leal (págs. 113-120) Sel comen en DIA de 
la musa noes sulcente,purdaamplcarsa 1 tegón de interes por PCR lema 15) 


a) Valoraciones preliminares. 

Envo los parámebos de carácter básico peinar para la mantorizaió Italy sl dagnóstco prenatal se 
emplean 1agonadotrapins coriólca (ACG), una pioprateina produc por el embrión en desancño, que e detecta 
Como indcado de emtnrazo desd los primeras ias de a concupcón, el actógeno placentario (NL) sttzado por 
la psceta, que aumenta hasta el mano del embarazo an song matara, y el esrio, un estereo sniotiado por 
mo y pisco, Moy ía, stos ensayos hn sio superados por a investigación Ultatéica y colocogrfa, Para 
estic Mogos de malormacon tea se mude la astetopatelna (AFP), aniizada en 5 vicio Piado eta, 
ue dado su pequeño lamaño pasa del plasma ala ona tal . portant, uo amb y sangre matema, Un. 
ameno por ento del valor normal os indcs de anomallas congántas, aspacalmento defectos del Gama delo 
eur fespna bid, amencat, oe) Además de estos parámeltos, pueden amdién medese, on dinos os. 
agrósicos ar rúvnos de bla y concentración de lostids en ld armidtco, el e, gases sanguincos y 
concentracon de cate an sangre feta, e. 


b) Ensayos genéticos 

E ersayogensto detetaá la patlogía buscando, como ya se ha desc, el all asociado al entermedad, 
conoce u gen. mediante ro poámerimo cuyo locus muestre gamtunto con ellas patoógto desconcexo Se. 
pican tos métodos ya descrios sados on el gain de gunos, polmartsmos RFLP y VNTR.reaccin de la PCR. 
e Como ejemplos cabe car. 

+ Nacida de un ab deronreiónaerado por la mutación, como en polmarfamo RFLP con MSt11 a a anomia 
Facto (pág 382) 

« Encio de gos antslicos como sondas para 1 secuencia alerada, cuando el astomo gentoo debe a un 
cambio de un muceóuco especiic, Un ejemplo 3 l dofienca anu aipsina. que conduce a una mayor 
¿robaba de desanolar enisema pulmonar, debido a un cantio on ua sola baso (pag 370), Un anal 
Ecunem con una sorda srta pemta determina DA cons l sccucia normal la muta 

+ Ensayos por PCR Puesto que esta ena permite ampllics la secuencia de DNA potenciaimenta deeciosa 
ande empleo paa el dogróstco prenatal de enfemedados donde se encuenta an cuectón el il acto de 
ace 


+) Incidencia de las enfermedades congénitas 

¡e han desert crea de 400 lencipos monogéntos, e tos cuaes 1 mad consituyen astros genstcos En 
contentos de estas enfermedades, toas Comunes Como las más taras, s ha reconocido 6 defecto bioquimica 
Basto y a mueños caso, na ha ido y nado l gen tesponsablo. Esto quere ess que ext hoy mormacón de 
gunos 0 vanos delos ros reos antes escri, pra unos 500 tasiomos con herencia mendelana, Su incidencia a 
vel manda s e, aproxmadamerte no de cada 500-800 pinos 

Es pracsamente osa elevada incidencia de arras congénss del mutatalsmo o qu ha metado la aparición 
¿de programas se cribado (screening) neonatal e odos lo países esaralados, En España a uslzan ya cas 
ise Comunidades Autónomas. Su cava e dagrostcar lo más precczmete posi l alteración retablo, ames de 
que se mentes en fesonosIrevtsbles. Esta detsccón supone inicar un tstameno reco y más oaz, tratando 
de lovorecer el desarclo de una vda normal Incluso en caso, por ejmpo la resis quisica, an que la enermedad 
o se queda eta, no lo se puede conocer precotmente sino que so puedon orevon las neccines tl la 
insuficiencia pancrática 


27.45. Biochips o chips de DNA 


E conocimento dela causa se las enfermedades genttcas en tamil se ha acelerado gracias al análus de 
marcadores gorátcos, En al ult sn podra isponr de marcacoros más fabes y sosicados para dagnostcar 
Frecormento la llracón molecur, vel elsa, antes e que dejo de uncnar e órgano, Eliagnónte evoluciona 
acia 4 conocimiento de un caigo de vaciones genes mediante una apicacin tecnícada, uo de cues y 
ws avances an conuacón con a bomimátca, So rta de buscar un put pondtco quo pos permáa dencar las 
úrtemadados als que podemos estar presspuesos (or ejempi,lamor maligno, patología cardiovascular epaltis, 
Enfermedad meutodoparerata) ad el unio de vita delas mutaciones. En dellva, va suponar un gan paso 
Fada la ción, psi, qu omar omar es mois pecas or lar lr 

Los lamados biochips. genochips 0 genosensores, tulo dla fusión de la bilogía molecar con a 
astomatizacón y la ilomáte, están desinados 3 revowcrar el dagnósico molecular del abro. al scrnnar e 
na manera muy senci. rapida y autonataado la presencia e a onfemedas. 
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Se tata de placas de also, vino y oro mena, de unos cenimetos de amato, a cuya supera se han 
“nd segín una dsposción ordanada, concción, tan Gemas moler de CONA 3 bien olgonuciodos de 
“ecuencisiguramente lorontos, opacas para un detorinado gen una rogón de DNA de intrés La tscnelog 
“rplcada porra uni on cada Bisohp erro cetos y decenas de mlos de mola lores por lo que sa puede. 
hacer un número de ensayos muy sevado delo simulánes apar de una muestra muy pesueña (er ejemplo, una 
ola de sarge o manos ls un Mirogramo de MIRNA total punicado de un Ipo cesar Conce), Esencialmente, e 
lata de un enayo de haci ema 13) en el que el papel de sonda lo desempeñan ls moléculas unas al Doc 
y an eto caso so marcas DNA o RIA de la muestra. La muestra. desnatualada, 8 Mere sobr el Doc para que 
ide con las secuencias de bee, Lava y o etota an qué posiciones aparece maraj. 


"Una vez soperado 1 ón porel estudo excusa dela secuencia del genoma humano y sémtido que deta na 
la pénipl cuestión, se ha antrado ya en a nocasidad de alar ls uevos conocimientos al dentcación e ls 
genos cantendos en dcha secuenc y ss allraciones, s ect, las mutacenasy su detección con no diagnósticos 
Postetrmonto, atrá de drsa esplcació al función dels genes, o que algunes aman “dai sento al genoma", 
analizando la oxprosó de oe MINAS que una céil prouce an un momento dado (Traneripoma, En stos dos 
ross (mutaciones y espresin génica) se basa el progreso del dgnóstco del uo, y es precisamente en ambos 
Esmpos dono aguero nens la apicación delos boi, Incamente dotados pra dencar secuencias de 
OMA. Se ha conseguí yapraarar echa de lamaño Muy pequeño (misas de vino del tamaño de una uta) 
onde se deposta una Ina capa de Jos <ONAS obtenidos a part de os MRNAS de un tpo de có, oiquetados 
adecuadamente. Una vez añadida la muera con el IVA orolema, se observa con cuáles de los COMAS del Doc 
Feria Con stos vega 9 prelendo deiics mues de MALAS humanos racionados con efemedades, 
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Enfermedades moleculares: 
enfermedades monogénicas 
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28.322 Producto génc deleciuoso que dalgar al rastro. 3% 
28323 Extensón dela ateracón 3% 
28.324 Tipo do cromosoma acido 3% 

2023. Entornedades monoginess rica E 
28331 Ejemplos de enfermedades menogéncas E 
28332 Tramemetón en amis, 30 
20233 Clocacón door trasiomes morogénicos En 

<a) Entomedaces aoostmcns dormantes os 

o) Entarmedades autoras rocsias E 

«) Entermedades dominantes Igadas a ctomosoma Ed 

5) EntermedadesreoatasEgadas sl cromosoma X 397 

+) Entermedaces Sgadas al cromosoma Y. 30 

2034 Entorvadades miccondrals 30 
204 Enfermedades polignicas, mulifactoriaos, mixsa o complejas E 


28.1 CONCEPTO Y CLASIFICACIÓN 


Se admito hoy día que practicamente todas las entomedados honor una causa molecular Cusiuer 
úentarmedad, ncuyendo las Conocións Wmdicinaimenie,Csa en Mayol o menor media Con aloracioos en la 
Saints. propiedads, metbalamo a función as bomoliculs. Ent las cauras que inducen a entamadad se 
«encuentran agents ficos, ambientales no; agoies gis como vs, actes, pardas, te, y tstomos 
genducos, homonales, amuncibgios, nacionales, ee. Todos els e traducan en surciones nuars y calares 
Femporals permanente, camios en al edo Inmo, vnacones a la fecin de brgano y sstemas y ef 
núms trmno, en foma de entermedas,ncuso aquélas detidas a ageres extemos (rsumalsmos por sidente 
Estásmios te) que obviamente son consieradas como do causa no moler, a consaren Un +82 nicas a 
ntermedados molscuaros Dear que un estudo modero dea ene 

"moleculares que acompañan alas cbservacines cnica y 

les dos tipos de claicacón e a anfermadas. 

+ Las clasificaciones cncas so basan on el dagnóstco a par de la observación mésica (expiración) co el 
apoyo de los dates de Iatortoro (mognáuces Bologicas, ablpos, rafoaga, el). Desds El punto de vta 
éndtco, se basan e un crteno fenol la mntstacón jo la forma desicion cinco, Esopo de edo 
ds excl delos potesnales nico 

« Las casficaciones molecuares, studio de a ontemadas tajo un enfoque molecular, baran excusivamente 
encías genios. Dependiendo dels causas que alteran a consitución dl geroma > distinguen tes pos. 
exógenas, qonttas o mutas Ano conocerse edavia con precisión a causa molecular de muchas etrmedades, 
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astas casficaores son aún mporectas Eto po de ost lo puedon rokzar hoy da diversos proesonaos 
specilendos on ron del Domeciina 

El objaivo la patología molecular s precsament el conocimiento 0 a antermacs desc el puno de vita 
de u loacón moco, pra corts a dagnost yla erepi, Emplea observarse comienzos del sigo XX al 
stiblecono el lómato amores Congánitos del metabolismo para descrbw aquelas alraciónes aredtanas 
Ferennes durante toda la vids dl paciente, que afectan 3 rts especias dl metatolamo por deberas ausencia 9 
Inacivación de encinas especfcas (rra ose, alamo, caionaña. csi y geacosemia). El nio al y 
“istemánco de opto moleculas, que tens lugar anos años 4-50, se desarro cons itencas de estudi delos 
«romosomas humanos y su papel an el desarrlo soual y e as anomals cromosómicas relacionadas: en Españ 
patsgla melecar se noduca enla nica on los años 60, El raso de detominadas enomedades en ción 
acidos y la ayuda de nuevas Iécaas de manipulación y análisis dl DNA. a par elos 70 translomnó la genética 
mesa. Al finde ls años 0 se habla ecoplado ya vas mias de steracionesganttcas hereditarias ás, cas 
siempre con aumento o dinucón de a acvida de una enzima ospacca Bajo a lenin genómica e inclu hoy 
dl no lo » ed de gosoma, no mile a aplcacón o examones genéticos para nticar las lacio 
Fusporaniles de una efemodsd,úsecar en una poblacion las pársonas cons y ae combi al alain de la 
enlemmedas. De loma anoga. en l fur la proteómearealmará 6 papal que desempañaron las prtenas, 
Solar, en nic dl patología mola. 


Clasificación molecular de las enfermedades humanas 


Exógenas: nonicaciones, infecciones, parasitosis debidas upriocs,muticinales 
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| Somátcs (acer) 
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seg e io de cla 


nicas momopencs | En regios reguladoras del ge: 


seginel lerción del expresión 


Genética | Meade Mutación medina 
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Arvutaciomes genómica) 


Crrmonómicas o tgencics | Neme 
1 strcturals(cromosomopatias) 


tec 
según el tipo de cromosoma. A 


Mixtas muliactorile: e pare exógenas y e ur genéticas 


28.2 ENFERMEDADES EXÓGENAS 


Se denominan alas entormedados causadas por agents de todo ig extras al Individuo: tonicaciones por 
productos quimicos, drogas 6 mescamenos, perónios Uniallaros o plurales, tornas biokegcas, agentes 
Eseccionos tomo atera y vit, ee. Tari se incluyen as enfemnecados por atoacionos nuáttvas (generalmente 
arencilos) y ls causadas por prones [provinas de plegamionto anómalo capaces de inducir l mismo en tas 
malas de praina noma! y por alo consideradas "proeinas nleccosas, Ninguna de elas se ata de forma 
species en otero 


28.3 ENFERMEDADES GENÉTICAS 


Son el grupo de enfermedades metecuares por excelencia ora u inclusión on este grupo, la nemadad ade 
«sample los siuerts caracteristicas: 
+ Dobe estar deturrnada gonétcamene, e dec, debors a mutcionas qu atoran la secuencia a organización 
el genoma codfcane 
+ Debe afecta 2 moleculas en canica ostuctura,acivisas o función. En ospocal, se aleran las prolinas en 
cantidad o en acta. 
Es aaracón bioquímica causant dela erformadad bo ser el esto de ls aoraconas n ls moléculas, 
us slecan a estaras Enlaros 6 das MNDLICAS e st que se encuentan Ímpicadas (on espec, las 
rslainas de crecio ermano) 
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28.31 Extensión y frecuencia de las enfermedades genéticas 


En curo a la extensión Se la miemecad. debo dlerenciao antro intuduce portadores de detectos 
genéticos. muy abundante, paro an ls que no as hace even la entemedd soria snstenca de un eo sano que 
Fuga ta uncn de gon arado, enfermos afectados porel asomo pondra Eto úmo caso corospondo as 
enfermedades genéticas propiamente das, de gran amporianca gebalmente a posar o la baja Irecuencia de cada 
na. Los datos suoln se roracios entro ¿os molvos por entres dsgnóstcos y por la complejidad del eno, 
epeciaimente enla enermcades mulaciorsos. 


“Algunas ias rlaivas xls enfermedades genéticas e general 

* sin nds por genes un 30% de das ls enformedades humans 

= se cata unas 7.900 Enfermedades con bus gen 

= E machos de os 4.50D lc descritos conace al menos na forma de 
A rutació aocida a un tatoo clic sgnicivo 

« Hay detecto de genes alados en un 4-8 dels enfermedad infamls 

< Un Sade las pesonas menores de 25 años presenta un trasto penéio. 

= Son tmbn aos de muchas enerudados crónicas de alos. 

Sie incluyen os sos sompleus de aparición ardía un Pa de personas 
presenta efeaedodes cn nui genética en algún momento desu vida 


La tecuenca con la que aparace una enfermedad se exprosa medarte cos magnitudes apidemolgias: 
icidencia y realenc. La incidencia ee la facción dl número ds casos rspact al umero de Indvdans acido 
"os puede restar dici de esimar sa enfermedas no se observa Iisicament o no se dagnostca en el momento 
3 nacimiento. La prevalencia, o fecuena de casos on una población de mdvehos vivos es aun mas if de 
star sobretodo cuando la pobiación s grande yla onfemedad rara, 


28.32 Clasificación de las enfermedados genéticas 
Se puedan segir varas ceros paralelos 


28.321 Tipo de célula que sufre la alteración 


Las enermecades quese ransmien de generación en ganracón son de carácter hereda debo a que se 
crgnas por una aleracn en las cáulas germinales (pag 348) La oteracón de las células somáticas no. 
Fereótaría n afec a todo el organismo, y d lugar a pocas enfermedades. Entra 6stas debo caso al cáncer 
lema 30), que se estudiar como ejemplo de entermodad somática, ala vezque cardee mio mulato 


> O> BS pe => 
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28.322. Producto génico defectuoso que da lugar al trastorno 
Est caro ha permito estudar muchas onermedades gendicas y estateces as cinicacionos propias den 
patsgla moss raiconal son muchas anants según e pode proloa aras. 

+ La enfomada sa denomina Gisenzimia cuando se altera una enzima. Constuye e caso más frecuente de 
studio de una va motel atera, Se modíian sus coracoisicas cstics mu segulacón (sonidos a 
civadors e Inia). S disminuye la actindad, puedo desapasacer el producto de la asción cstlzada y 
Como comecvencio, el peducio mal de la via mesbdlca 3 lo que pertenece la encina, y tamón pued 
cimulars e sustrato corespondente o un pocos 

+ La anómala puede alecar a una proteina Ímplcada on procosos do transporte de moléculas porel organismo 
(Eos Emgr o modi xtc) o través do mombranas (plasmática  nracensros), 

+ Ataraciones de la blosintass o la degradación de tas protlnas, través de mecaiemos estucturlos 
procesos metabolcos. ales como Vonscipcón. procesamiento posranscrpcional, taduecón, pegamento 
Fmodficarón sostaducconal aprpacin da nauidades Váño fomnacin de complejos mulipoicos e 

+ Alarcón de proteinas estructurales por ejemplo. componentes delas membranas. 

* Aleracionos de proteinas picadas 61 poresor ds ramamisión y raneducción de señales (romonas, 
Tacors de crecimiento neuoransmioros y neuomodilacoras, receptores de membrana o tracabares te) 
na homeostasi an la defensa Inmunidad 


28.323 Extensión de la alteración 


Aunque el tamaño la ateración no conduce una dsfiacón ostia, ata cer, ya ulzado para descrse 
los mutacone (pág 344), es una smplicacón adecunéa  fecos pedagógicos, So dringuen tos estegoras de 
lteracones genetcs, Y denvo de cada una se pueden conserar oros facoes, cono agon de la aleación, 
Consecuencias funcanales, mecanismo patogáio, product génico atorado y región génica alctaa. 
< La alteración puntual, deba la mutación de un sol nuiaótdo, da hgar alas enfermedades monogénicas, 
que se desrcen a cotaació. 
+ Éna alteración mediana tene lgar normalmente an sscusnciasrepatdas, pero no sa dsclán por ser poco 
conocidas 
+ Las ateraciones a gan escala, cromosómicas o ctogendticas alotan a cromosomas compietos o a grandos 
"ragmentos cromosómicos, Sy incidencia se ha estado en Un 085% Se dsingue ene anomalas nunánas, es 
ec, one imora de cromencrasexalanls a a cs, deba segregación Comonómicaencnas (mutación 
genómica). y aromas estructurales o comoscmopatas, didas a eordenamientos. Crmosómicos. Se 
escri en elloma 29 


28.3.2.4 Tipo de cromosoma afectado 
Las enfermedades molcutrs pueden aecta l genoma nuclear, caso más reuentepor su mayor tamaño, o 
“genoma miloconára, Dent delas nusts, el elect gndtic puedo estar caleato en os cromosomas 
“exusles 1 par o an los cromosomas autosómicos (22 pares) Esta datcin,comiinada con l caco dominant 
receso con l que sa expres la enfermedad, e la csicacón más encia, a más comúnmente emplesds en 
endlc. y 50 lizar par dere la transmisión por herencia de as enfermedades monogénics pig 394) 


Enfermedades Mgadas aero 


uc cnc crono 
Pra 
Enfermedades mitocumdrates 


28.3.3. Enfermedades monogónicas nucleares 


So pursen consideras como modelo de enfermedades genóicas. l se las que ss Jun estudio mejor y con 
mayor tor a escala molecular. Se deben a una mutación puntal que aleta a Un nico gan, orgando un alalo 


es homocianco para dano gan: aparece so en uno, con el eto normal en al cr, l advido es heerocgdtco 


28.3.3.1 Ejemplos de enfermedades monogénicas 


Las atoracionos monogénicas generan muchas enformedados. A iio meramente intomatwo pueden care 
controlas, alias, arma coma a Srepanaotema),deoniemo (ceguera para agunos color) ercer 
“nzmálics de scencaina-desanmasa, wcanttrpaina (pág 70), pensa 6iostatodestragerasa,gsacoquinasa 
¿rca 1 cea undlvansteaes (o UTF-Jexoss-T sat unolransersa,cauante de la galctosama, pág 373) 
Y Temilanina4onokipenasa (o Teidwelasa, responsa e la foicatoina), dota motónica, ero 
muscular de Duchenne, core de Huningon,efemedacos de CharothMai-Tolh, de Tay.Sachs, de von Gora y de 
Wilson, mucorscdost o ftross quita. póg 151) homoñias, Mportessema aia, nesolbromalos de 
lpo 1 (págs 362 y 395) osteogóneis impereca. reoviasiora (ag 430), sindomos de Hunter y Mute 
(rucopolnacaridos ly 1, sindrome del X traga tune de Wee La infomación actuaizads y más completa sobre 
caracres mendelaros humores (faiógaos y patologans) se encuenta sn el caologo de Mokusci. [Monde 
Innertasce in Man), puticado cada 2 años y se centraliza enla hase delos an nsmet OIM Cris Mendel 
Innertanco Mar on aros sel asqna cada gen un numero de 6 dias 


28.332 Transmisión en familias 


Puesta que ls traemos monopénicas dpondan sel anoto on un solo locus, us patrones e perencafamiar 
son muy senos: ve lama patrones mendelanos porque se ajustan alo der parla 1 ley do Mendel fly de a 
Fegragación Los dos hamblogos do cada par de omsomas del gamalcclo primaria (2, 4C) e separa o segtegan 
ena meca 1209, 104) de loma que tada cromosoma homtiogo apar anun gameio secndano (1 26) En la 
mass 1 e separan l azar las dos comidas para formar los gametos (n, C) Globalment ha, ocumido Una. 
etrbución independent, slestora (pág, 109), delos cromosomas palenos y matemos yde sus romátdos, on lo 
que cualquier nato hareda de cata progente (y tansmis luego a cada descondene) un cromosoma de cada par 
ulosómico y un crmosoma ramal, Por tato, so sn tramsmás uno elos cs llos algo presente a cad Ica 

Para astabiecar los pstranes de herencia de ptos trastomos a acude a la intrmacin facltada por los 
antecedentes raros del pacien, que se Iesumen un loma dr árbol genealógico, En dto so empian ina, 
Domenys parce 
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283,33. Clasificación de los trastornos monogénicos 

Como se ha comentado pág, 392) us común casar as enlormadades monogóncas de acuerdo con al ipo e 
cromosoma secado senal o aousrico) y el carác dominant 0 recesivo (p8g 08) de expresión SL ecu 
aloleio esta stuaco en Un Comesema senual ss nabo de enfermedad ligada al sexo; 61 Caso CONTO, o 
Entermedad autosómica. 

Los caracteres utosómicos y los Iigados al cromosoma X se pueden mandestar de fama donante recesivo 
mientas que ls gados al comosoma Y o tenen esa ob posblicc, pues lo existen leo en cada Indu 
uo haa mardstao po mamo, un nracción con un omólogo 


Recordatorio de dominancia de alelo (véms pág. 95) 

Un leo s diante se ns unos presencias manía sempr en feo, 
+ndepenienmene de cllsa lu ll (uno pro y lr mater), El eotipo sil pra os 
Vadis hocico del domi (all sico en ambos omdlogos) ue para o eterno 
(seo dieron en cda amo), En ¿ts sala, pues, la Fco del oo ll, el recesivo, 

+ Dos altos rn codominnte Lo semidomimante) cando eno hector la pesca de 
bos, sico rm ce o os Feat po homociiticos Dicho de try modo, e detecta creó 
decada leo cn presencia dl o, 

Aplicación la claviicación de las enfermedades genéticas munogenicas 

= Se dc que una enfermedad e dominante sigue u paa de herencia deminamte cundo el leo 
pateo e domina sobr el oral La enfermedad (onto domisat) se mansa gal o 
Facto queen htemscsgta; ra un llo pogo para que e presse enferma, Como 
ejemplo de nlermdad motor doramans miente ge nl genotipo homo y el 
Fasemstico, puede cts a corea de Hunting. 

+ Ls enema de arce semi niam u cdominantes mania de forma más lve e os 
Iesemticos que e los homocisiios 

= Ls enfermedades reesvas on htrenla seta es cusadas or un ll ucesiv ent al nal, 
Sol semanita entered cuando lr dx seo son anormales desir en omocgoo, 


Frecuencia de ls enfermedades monogénicas 
+ La incidencia sde 1 caso or cada 100 nacimientos vivos 
El OY son dominantes, 2.5% recesivo, OA gados l cromosoma y muy essa las ligadas Y 


A contruación se constan los 5 tipos posibles de entermadad menogénica, de acuerdo con su parón de 
transmisión heredar, So sta medant arboles genalóics, en los cuals se han ulzao Jos siguientes cres 
niicadores, blo un plateamentopecagégco 
+ Se consideran  goneraciones (LL y 1) y solo dos parejas [en los generaconos 1 y 1: el ars una, 
excepción oblgac), Elo aupore, coviemente, na leración en cuarto 3 posbsdados de omparajiento y 
onsgiete aparón de Inbduos sanos 0 enfermos, homocátlcos 9 hetsrocigárcos. varones o mujeres 
Entendemos que la estavabvdad de presentación de posiscados de transmisión, 2 Igual que luso de alos 
Tamsars realos, va on otemento de la iadad concelua que  persguo 
« És generación Lust Jornada por una perja cuyos os als (sempre referidos a un fico ocur gico) se 
mueran a color az para a gemera persona on ojo ara segunda. La asignación de acosada persona 
Varia elos rol, para adocirss al que e quere lunar en cada caso. 
« La gornracón U eta Ieemado por 4 descondires, aquéts rosutanies do la combinación delos 4 alos 
progomtores, Delos 4 os. 2 sn vaonos y 2 mujeres, 
+ Ls generación MI at lommado por os 4 descendentes rsvtanis de la comisracón de llos de la pareja 
formada por uno des indvuos del generación y una nueva persa, 
+ Para fact lsaguiniento de a hurmia, e gencigo de cd indiduo se expresa on los siguentes colors y 
le Alos det prmer membro dela perra 
lso as segundo miembro del paraa 
loose nuevo miembro dela raja Lol eno ami 
+ Lora (on) para leo noma! y P (o p) par el patoegjco 
Lati para llos presents n fosos. 
Lars Y para llos en cromosomas sexuales. 
e Lotra mayúscula (supone) pra ios dominantes. 
+ atra mic (suprindce) ara alos tecastos 
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a) Enfermedades autosómicas dominantes 


El gen responsati, focalizado en uno dels utosoma. pomos un sto palio (P) ques dominante scr e 
oras) 


Los on sanos prontos io nor) y pto 1 gen 

La enfermedad ss rante por igual a varon ya mujeres. pas: 
Ch inlmacas sosa e omo (PES) y terco o ab) n 
Fon o mon leia sn torccacos l ¡ 
Cada aio eco ara wn propa edad l 
¡Los hijos (1-1 a 11-4) de pareja mixta entro afectado hoterocgólico y no alectado. rociera 

trineo Da il md ' 
leida rorocste 14 tne y 30% np Viral go 


Palla cda scencant E 
Estos trates consfuyon cara de 43% de ls entermedados menogéricas. Aunque muchos son poco 


comunas Inivdosimente, son lar numarosos que su incóenca en Corto 0 aprecio, y on ocasion. 
FspocImenta ata wn ros gnogracn esca 


Ejemplos de enfermedades autosómicas dominantes 


ATT ec ETT 
TA e TUI 

Corea de Hunting tesina” ETE 

eucibremaoss de o esteros FEA 

Bingo de Maras Farina E 


b) Enfermedades autosómicas rocosvas 


En este caso, el gen responsat, localado en uno delos uma. poses un all patlópico (1) que ue 
rcesio con espacio lema) 
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Los dos sesos paran ts aos normal 1) y patio (pe gen. 
La entered se anta por qua a vanas y a muje 

La enfermedad se maneta slo en pomecgaos (p. ES) Hay ndriuos no 
“acidos homacgcs (NN) y Petrzcgótcos (Mp =p) Estos ts son 
portadores. se ds que tenen sg 1 la enermecias 

Los padres de personas afciacas son goneraimortoPetercigótcos. oradores 
amtomatron Eincamert norrats. 

Cada ingre afeciado nene os progensores aeciacos o poracces. Cada 
Potador vee al menos un progentor parador o ciao. 


La anami falcitormo os un jemgás po de rasta utoómico receso, que Tue además 1 pimera prob 
"experimenta de una enfermedad cards por mutación len os años 50), El sindrome nico es consecuencia e a 
cación de un nuctectdo e e en de 1 cana (pág 350) condacendo a una proteina Los omocgatos para 
¿gen Y manitas e asomo [anemia falllorma), mentrs que los reterecgotos 44" e des que muestran el 
ago falcorme producen tanto hemogoina normal A) Como anómala (5), una pare de sus ertrocts son 
altres y padecen una anema tve Por tato, la dormanca es ncompita E) degrénico os sencao mediano 
REL (ps9- 38) 


E conunto est 0d Foros reset reses 303%, de as erdemedados morapinea 


€) Enfermedades dominantes ligadas al cromosoma X- 
Lan mujeres pucen ser homocítcas o Patemcgóicas para un gun que est sudo on un ocur del 
cromosoma X. pues ener dos cogi ds esta Cromosoma sem No care al en Jos varon quel posesr Un 
solo no puedan se hormscgtcos a aerocgótcos para ese gan o rasgo. e Ge que el var as hamicigóvico. 
SL o patologio P) as dominant sobre y normal (nas mueres padecer la onermedad tato cuand 
ponen una como lo ds alo márta que ls vr la padecer su Unico lo es, 


Los dos sexos portan os slelos normal () y pago () el an, pero is mueres portan 2 
copio y os varo slo una 

La entermedad se vanas arenas y mueres, poro sli con mayor ecuenca a esos. 
La mujeres afectadas (1) ranemáen a antermacad por usé aj € jas 1 0) 
romina probatiidad de 50% son ptercgotcas (Pr) y 3 100% 5 fern 

(PP) Por corra, ts varones alectados (1) ll ransmtan a sus hs (1 y Mz) 
La erlarmedad sa manita sn mujeres pomoogótas (PP) y Paterccgotcas (Pr) y en 
“varones hemiegitcos (P-] Los mebvides no slciados son mueres pomcgóticas (nn) 
Years Pame (7) 

ada indico aectado tine un progentor secta. 
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Para compensar la presenca de dos copias del gon en las muros Cúoble complemento), sus cólos sólo 
expresan os aleos de un Esamosoma X (e xr está nacivado como cromatna Facua, pg 87) En consciencia, 
las muros hotorcetcas puedan asar o no slectdas, dependendo de que se exprese el tl patio 0 al 
Formal peneraimente, asta manfestacn s meteo dean an unes cálls y ctas. pues la selección de cds de ls 
cromosomas K resulta inactvadohono lugar Grant una taa embrionaria temprana pero mues y es atra en 
nda una de tus ella, una vz estableció la ncivación Todas las cotas descendientes posterres mantengn la 
econ. 


dl) Enfermedades recesivas ligadas al cromosoma X 

Als on esto ca dominant elo normal) obre el paoogi() ls mues poc 1 ntermadd sto 
cuando son homociilcas, y por tato con recuenci muy baja. Los varonss la padecrán deforma simular l caso 
nieor, cuando posean esto patio 


HS 
eso 


Los dos sos portan ts als normal 1 y patio (pde en. ero as mujeres portan 

dos copas yn varones lo una P 
La rtermedad > rara varones y mueras, ero sect con mayor Hecuencia 2 aquétos E 
as mueres potacoras (2) anales la enfada por igual ah eh (1:12 5) 

on una pobabiaas dl 50% Las mujeres enlermas (pp) lamésán pero con un 10% 

Porel tor, os vanas ntemos (12) slo a rn sus jas ES y (ME) 
La enfermedad 6 maneta en mujeres homocgótcae (op) y vaones emicgitos( 

Los nadwcuns no afectados son mujeres pomoagótcas (NN) o haterconcas (Na) y 

varonos homcigncos (, Por ser dominante 
Los varones alectdos bienn prgentaras sanos 1 madre es generalmente pordora 

sintomática qee 


Como ejempiocarctisico, la mofa 8 debe a Un defecto an el facto Videla cosgulación. El gen 
sta prota st sudo en el cromosoma X (anda Xa28), por lo quel ransmisón aque patrón Igual eso. Se 
an kedo vanas alteraciones ista del gen que Gausan la enfemadad, Sus leo so expresan de forma 
recesia con respeco al ae nomal del factor VI, or lo que las mujeres sun hemofia on mucha menor 
frecuencia que los varones se suaa dect que la homofa A sio a padacen ls varones y no ls mujeres, peo eto no 
a exacto, como sa dsc a conbrinció) La fecumcs de ales pailgia en la potación 3 de sdador e uno, 
Forcada 10.000 alo normales, por o que 3 inciden en vts DemogsILos para el gen es de 1ADODO, Las 
mujeres so padecen la enfermedad cuando son homocigticas para is patológicos por l que la ncienca era 
de 1/10 con wnapobiacon mundi de 6000 máenes, eto mquvals a 0 caos vos 8 majeas algctnóns en tdo 2 
mundo, trnta a 300.00 varones. de ahi quese asuna que las mujeres no padecen la enfermedad, En cualquier caso 
+ os roovamto la ocunncia de mujras portadoras, htemcipóticas para el qu del Taco VI, que pueden ans a 
nlemedod a sus jos voones (1110000), SO ln descendenca de ina mujer portadora (4) con un varón 
heroico (Y) puse dar lugar mujeres enteras (X!) 

vos ejemplos de enfermedades rectas Igaaas al cromosoma X son la dra muni de Duchonno 
(nz 2) y esa (Xa28) 


e) Enfermedades ligadas al cromosoma Y 
“e espana amo caso por razones pedegógias,n pesar de que nose conaca ninguna enfermedad igada a Y, La 
mara razón 6 el pequeño amara el cromosoma Y (en escasa menor, pues paño del Y ies región homóloga 
1 0 X y eos loose comportan tomo los aulorómicos, por alo, sa conocen escasos ejemplos de caries 
teciados a Y, y ninguno es patio, La segunda razón s que para que ota una patología onto Pater un gen 
aya función sas importante y. lengndo en uenia ue ls mujeres carenon de les locas Eds al Y no podian 
desarala esa foc 


ENFERMEDADES POLIGÉNICAS, MULTIFACTORIALES, MIXTAS O COMPLEJAS. 


Entes enfermedades ascisóns a mulaciores del DNA miaconcral se puaden ar as squentes 
+ NwapatiaGptcahersdtaí de Lebar (NOM) Fue laprimara enfermedad donde se demoró a herencia po via 
rata de un efec n genoma mocandnal 
+ Oñamepeja estem progresiva cónica (CPEO) 
Sino de Res Sayte (SS) una tala enema con complcaciones vais 
< Eplepsla mociones con bras as de aspoco ado (MERA) 
< Encotaomiopata mlocondta con acido acta y episodios smlars  apopeja (MELAS) 
Aicoratmente. es prebabl ls mpicación do mutcines mocondraes somáticas  adqurtds como uno de or 
Faciores que Coniuyen sl proceto de emtejecimiento y 4 enermedades Pewadegeneratas. Incuyondo la 
entemecad de Azraeno, 


28.4 ENFERMEDADES POLIGÉNICAS, MULTIFACTORIALES, MIXTAS 
O COMPLEJAS 


Mucras anfermacades ganálas no estan causadas unicamente por ldateco de un ge, ando lupa un grupo 
de tastomos conocidos bajo nombres dean, de dica delmtación o caractrzados de loma incompleta. A 
¿lerencia de las enfermedad monogénicas, la mantastacón cnica es un refe el co combinado o Inracción 
cumulawa de aeraconas producidas por factores genéticos (misiles mutaciones, a vecos Smutineas an un 
umera Ingrec de genes) y amtienales o exbgenos (de odo po: nuticonal, agentes los, estrés, ec) En 
cualger caso, a complaad del agen osplea el conjunto de actos dvrsos produces y los distintos nomtres 
raciodos. Esas eormecados mulcioralos no oben coundeso on os traseras cromcómicos (oemecados 
onálcs a gran oscalo, loma 25), cunque en ambas pueda ler lugar una aoracin compleja del genoma 

No so rasomos de wn en único, 1 herencia de estas atracones no sigue la genélic sica mendelana A 
posar de lo, sa baaria uno mayor Yanamunón de estas entemadados env de una tala que erro nda 
o emparentados Para quee! idrome va bras a or miembro dela misma fami o raceraro que a mia una 
Combinación de cams géncos 

Ente estas enfermedades pueden care varas maformacones congéntas, como sl labio leporna, las 
cartopalas congénitas y los deecos dello nourl (nencefala,esina bid y oras), y citas onformedados de a 
dad auto, como plguros pos de cáncer y las entormedades de las arras coronas, donde »e Ya cbsertado una 
Frectaposción pana, De lodas ala solo 8 Consdrara el Cáncer a mas esudada deuda el punto de velo 
Frec ademas de por su trascandenci inca ama 30) 


Tema 29 


Enfermedades cromosómicas 
o citogenéticas 


29323 Trwomáa 
29337 Magia, 


29.1 INTRODUCCIÓN 


En est ema se tutac as antermedades comostracas uno delos tipos de antemedad molecular (bg. 392) 
Como su nomese naa, se argnan por 1 atención del número la estu 9 ls Dominomas, de a que 68 
lamen también ateraconos cromosómicas a an esca abenacenes.rasrres o anoreñas comonorcas Al poder 
serve ls cambios on l mercopo ¿peca son tambien consóeacas como enfermedades oogenttcas. 

Son aleaciones mporicas y de taa hecuenc, que raramente sa porpaian l se cas ncomgatibes con a 
“superwencia y a reproducción. Sin embargo, Cuando la hacen, puestas mandostacenes cintas las o peques. 
muy graves, veces dramáticas, por o que puecan conseerares las precpees enfermedades gendlcas, De hecho, 
son tespontbles de una gran eoparcn de atodos expontinece. maomaccnes congóntasfetasos merils y 

Como pare dela consecuencias de estas enfermedades, apareces tartén aleaciones en l metabolemo y an 
la sirteia o acid deprtinas alos varacenes boquimicas pueden conser secundar al enfermedad, 
lerencia delas que aparecen en la nlermadades morogéne= pero son Gusimante ceo de estudo de la 
patloia molecular actual 


402 ENFERMEDADES CROMOSÓMICAS O CITOGENÉTICAS. 


“Algunas ctas significativas relativas las anomalías cromosómicas 
* Se presentan enel 4% delos nacidos meros 
= Aparecen enel 2% elos embarazos de mujeres mayores de 35 ños 
+ Presas em el OS dels abortos cspontncos duran primer trimestr 


29.2 CLASIFICACIÓN Y NOMENCLATURA 


rimas | NOE ml de ce 
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29.3 CROMOSOMOPATÍAS NUMÉRICAS 


úTortsón tamodas ainelomentoaoracionesgenómicas, implican un caniho a ler de cromosomas, ben 
pérada o ganancia, peo nunca se lea la organzacn del cromosoma. Son las anomalias más frecuen y se 
Engian en gran pare durante la dtión mel (pag, 104), con lo que se transmiten tas la fecudacn atodos as 
clas del bj o ha. En genera son als, impdendo que sa sobrepase el asar emnonaro. on abonos 
esporióneos después de a toncopaón. 

Las momatas cromosómicas numencas 5 eafican a 


a A 
CO 7 as 
god ama ax 

Espa: [opos — ram e 

a a 4 
Picón Jus 

S Fa 
sa 
E=> 8% on 
A 

5 nc 
hr A 

iaa j 


“SE habla de heteroplidla en odas as uaciones (eSoraadas] en Ta que 0 
numero de cromosomas ss derma normal 


29.31 Euploidia 
cis est nombre (de gigo cu ben, verdadero: pedí conecta o veadera La iuación a ta que eno 
úmoro antro de dotaciones tsgmosómicastaplodes comicas s dr, el numas cromosomas es un milo e 
Para os casos con más cromosomas e o normal (27) se habi de policia. En el xtemo opuesto se encuenta. 
elas clas dsenciadas como plaquetas  etrctos, que crecen de núcleo y s o que son nulpioida 


14 Triploidia 
Esta noma na que as cáluls conionen 3 uogos ctoosicos (1, on mans, 323=09), que mncyen 3 
cromosomas sosusla. Es la pola más comun, legando a constr el 2% de odas las concmpcines. So 
bargo, stas e suelen pardor po boro sports, por que a medenca es muy Do. 


> 


Teese 


—1 
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2 Tetraploidia 

En esta caso (An 4i23=92) la cla corten dos dotaciones Cromonimicas extras; son siempre 22000% 0 
92007, Se orga unuament por un teo enla primar migas del cota: a una repicación Normal al DA no 
cue sion cor suben la que deberia omar ls dos pimoras cóuls ombrenañas 


pa 
2: (0) 20,40 y (0) 


Me nde 


29.32 Aneuploidia 

Este nombra se spica as anomls donde se perte el carácter eupiid, as cre mimoro de cromosomas 
o es milo del número Papi y. Elo se debe a la varacón el nimero de copias de un too cromosoma, no de 
lagos completos de sromosomas, En general se presenta una copa de más 0 do menos de un solo cromesoma. 
spacico en cada allan. producóndose.respecivamente, una trisomia (3 cromosomas homélogos) a una 
monosomia [ua sola opí, no ay homogo) En consecuencia la dotación cromosómica totales de 2091 (4891 = 
7 cromosomas en ls tracmia humana) o 201 (46-1 = 45 cromosomas, monoscmia humana), El cromosoma otra se 
inca comun signo + y l ausente con un gro 

Son las anomalas7muméricas más fecuwntos y cinicamente sgnicavas: aparecen en el 34% de los 
“embarazos, asocándcss con un Sesaroo fc 9 menl anómalo, En ls cáblas cancerosas también aparecen 
Foruda aneupicias extomos, on males arormaidadas cromosómicas Cuando fala un por de homólogos, a 
romala es letal, y se Lama nulsomia, por ejemplo, 44 Y-21-21 (varón) .4430-21,21 (mue). 


29.3.2.1 Mecanismo de generación de la aneuploidía 

a anexas ganara por una fat de disyunción durant a motos es dec, un tato ona separación normal 
de un par de cromoscmas a de cromáidas. Los consecuencias el proceso son frenos dependiendo e a dviión 
mena (Lol) na que o produzca el flo, 

= La susencia de dsyurcin cromosómica dureta la macs 1 ace que los dos homólogos del comosoma 
ci, pasen Antes 5 uno de os gametocis secundarios. y el cto gametocto quedo sn ss cromosoma. Los 
207,1) cromosomas restarts han sul a dyuncón nomal y, por ato, han separado sus homblogos y cada 
emetocio secancaro Cortens 1-1. En la sUbeguinte moises 1, con Sayuncón nora se separan nas las 
Parejas de crontóas Los gametos maduros tienen na tromslda (sora ya cromosoma ip) de más. len una 
e menos siempra on o wo 11 Cromesomas cotos. 

+ La no eyuncin de as cremáfidas del somo aleta durant a moosís 1 (vs ua masia 1 soma) hace 
us amis pasen a un mimo gametos quedn sion dos cop de Csomotoma tease, meras el to no 
Eoñueno niguna. e loman también oros dos Gamatos normales. El set de cromosomas (71) separan sus 
romances coectamente 


Como se ha cado, el suación an a que hay péritade un solo homáiogo de un ar de csomosomas (an 
total, 201,48 en humanos), El emo más frecuente 08 al sindrome de Tumr, una monosomia en comosomas. 
omnes, con caripo 451 y, por ano, fentpo femenino, Se aria por la no disyunción de los cromosomas. 
Fesumes (caos 42 0 7 en la ur; el Cromosoma de otr rosa rayado serias X. procedi del gamato normas. 
Se nedenc es de 1 por cada 5.000 niñas nacas vivas ( mayoria dels concapcionas se plrden prenaalment). 
tos casos con l mimo Jencipo son mosalcos 45 XI46 NX 0 45X140 XY (óeridos a Cotruación. pág 406), 


20 


Y 
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29.323 Trisomia 

En ente caso axe un romdlogO aora! de un cromosoma, es deci 3 copias de eno cromosoma (on oa 
2n+1.47 en humanos) Puede aleta cuatzaera dels 73 pares. Eten varo ejerios moderadamente comunes 

E síndrome de Down 0 mongoliamo presenta (en l 95% ds los casos) una cogía extra ds cromosoma 21 
(tisomia 21), por oque exmten es Pomkogos de ese cromosoma. La pomenciatra es 47.XV2) para ls varones y 
TXC21 paa ls mujeres. Se nena por la no dsyuncón de cromosoma 21 (casos 13 016 an a Agua los 
cromosomas de color osa y rojo seran es homálogos 21) Ex .l Io deso más común. con una incidencia de uno 
por cat 100 modos vos E rsgo(amtió de las es rscmias en guna) e lacra con la des avanzada de 
ln macro, probatlemente por un aumento de no dyuncin en ls mueres aretes, de loma que la cuenca de 
iso 71 a de 100 a on 36 años y 1/10 aos 40 años Presenta save ros siiomas. retraso mental moderado: 
la superivenci as de unos 40 2808 NO exito arcaicas alguna a ve pénio 

El sindrome de Eduard es la uisomia 18, reresentada 47,00 +18 (van) y AT XV:+18 (mujer), con una 
Inexenca de un po 2 6.000 nacidos vos. 

El sindroma de Pata o tisomia 13 ona una nccenca de no decada 0.000 nacos vnos, Pueden sobrevivir 
1 trmio, ero muestran maltsmaciones Congéntas mitcss y graves. La nomenciaura 6s 47.XY +13 (varón) y 
AX (mujer, 

E sindrome de Kúnelear, con una incidencia de uno por cada 1.00 nacidos vvos. 0 una tísomia on 
cromosomas senses que [ruduco veras 47,XXY. Con una incidencia pareció a encuentran lamin tomas. 
AO (muje) y AO (ocn) 


29.33. Mixoploidia 

Reca nto nombre a stunción en a que al csparamo corten célis con dutnto número de cromosomas 
Aquél consttupn dos (o más) inoas cares, cada na dorada de una cólda macro. o puedo dtigul entro. 
mosaico, cuando las dos nas eran de un ol cal, penaralmantepor mación en una tao cial Gl amó. 
Y quimera, cuando el orgon son dos cdas mare ndeperciones que se han unido en yn soto embrón Como, 
ario, 460447 XX +8 India una, mujer con dos potlaciones colas, una Con Carolpo om y ota con 
om 


29.4 CROMOSOMOPATÍAS ESTRUCTURALES 


Ent segurco po de anomulis cromenmacas, meros becuerts que las rumanas. conesponde a tambos en 
la stuetura de uno a varo Comoscmas. an quese aña u púmero (8 n el er Pumano) El Combo sa debo la 
rotura del cromosoma, comprendo segu de ina recortan de la mola e una GsgosicónGerrt, anormal 
Son pavcularmanto cuantos sn arm de Falcon, a aia argucias y sindrome de Bloom. 

La desergeón de os eres pos de arommaliades msrcturaes tene en cuenta l número de puntos de 
otra al sorna y dl cara equiibrado (o ay ctra de mutenal cromosómico) a desequilrado (aprte 
parada cromosoma) 


29.41 Un punto de ruptura en un cromosoma: deleción terminal 


Normalmente as la rra de la cadena ds DNA or extremos restantes se suele uni ricamente po la 
acción de anznas de rparacón la ua ccure en un solo pus y nos repara, el rgmerto que no contra al 
Senor a perdera en a sige raión aña Sa rra aun omosoma con detec termina 


enn de a 
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Los olcts fongípics suelen ser gravs, pues hay péxica de material genérico (anomaa desequilrada) 
Además, sunque e cromosoma ragmantado remanente corte un conrómaro la ausencia e atémoro anal xro, 
rosario dl cari oca que el cromosoma 309 meslabi y e puedo degradar Tscimen 

En cuento ala romencira, se lala tomiología establecida inemacioalmente (pag 90), Debe iniars, 
an este ca, ls núms de cromosoma pecado, razo, tanda, sub banda y su sub tna donde ss produjo a 
Faura Par ejemplo, 4E NY 9aNp1O D) le iaa na aeacón en l razo 3 dende la anda 16. rta al axtremo 
li ol que es pul, una rula nl nc, sb anda, st cut tanda 3 el brao corto del romosema£ de un 
varón 


29.4.2. Dos puntos de ruptura en un cromosoma 

Cuendo sana producido más de un cone la enzimas de reparación tenen cfutades para dstngutr ete los 
mos esutanis y pueden une extremos que a se corespordian en sl cromosoma orgnal, Como consecunca, 
Fargan arnen bracionas estruc 


294.21. Inversión 

Tiene hgar cundo el ragmento intermedio Fomado pr ls dos ras o vive uni en 3u posición gs 
pero inver. La secuencia del ormosoma resta, por lao altrada, Son reorsonamienos equitados. pues al 
atril perdido 6 vuelve a incorporar y o hay pérdida nota de matara cromosómico Pueden Gsingurso dos casos 
Con aio read 


a), Inversión paracóntrica 


Se romtran, por ejemplo, como 46 u(11/p12p1%) para una inversn eva Las bandas 12 y 14 del trazo 
coi del cromosoma 11 de un varón pues que ambas posienos son del brazo, la versión as paracóntca 
Sunque nose nea esplctamento ato crecio 


b) Inversión pericéntrica 


Eo l 
JE 1 


La nomenciatura as andioga al coso ante, por ejemplo, 46 Y wi3NG21G1) indicando invrión en el 
eromosoma 2d un Wan, dede la banda 21 del Erazo noe 13 del brazo lr y, por lato, porcénica por lor 
oamomer) 
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29.422 Deleción intersticial 

E mamo Iagmento cromoscmio mtemmedo delos jempios antenores puedo perderas, en logar de vovero a 
¿nsertar, por unn delos ragmentostesates, En sta caso l reordenamiento es dosequbado, pues hay pérdida 
eta de malanal cromotómio, Solo es astablo el tregmento (nisrsical o unión de ls laterales) que cortina el 
centrómero el vo (Pagmonto acéntrico, pág 12) se perdera en la Sguiente disión calar. Un ejemplo de 


menda seria de 20 eN) (30) 
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29.4.3. Dos puntos de ruptura en cromosomas diferentes: translocación 


La escisión de dos cromosomas no homogos, en un punto cada uno. pusds conducir a la unión incorscta de 
ragmentos env anti, generando cromesomas anormales riedos o devados. 


29.4.3,1 Translocación reciproca 

Esta trnsicacón pla lintercambio de material eto ls dos comsomas; al no habar pérdida de mater 
genético an su conjunto, se trata e una anomalla aqultrada Son anomalasrolalvamonto Frecuonts, surquo 
enoraimente o enen sli enaupco. pues ls ganas Emplemente camran de Cromosoma, 


29.432. Translocación de Robertson o fusión céntrica 

Es un reordenamiento para, entr dos cromosomas scrocántica no homalogos. quese ascinden muy cerca 
¿del cenrómero y cuyos fragmentos grandes ss unen po los certrómetos. Los dos fragmentos conos, acónncos se 
pere entaprmera mans. 


410 ENFERMEDADES CROMOSÓMICAS O CITOGENÉTICAS 


29.44. Isocromosomas 


Tema 30 


Bases moleculares del cáncer 


30422. Matacin de ganes compres ae 


3051 Toon de señal «0 
3082 Tianadución e la señal estrcaa los Pe] 
308, Regulación del leo clar. = 422 
3081 Puntos de conta en llo de dun cs a 
3062 Proteinas que conri el co cols Pr] 
30521 Canas sa 

1) Clas da ts 6, o ccinas de nico 2 


108 
309 
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30923 Mercadores tumores. as 
<a) Marcadores lumoraes de secreción o marcadores “clasicos 2 

*) Cocinas o medadores solubtes de orig coll 27 

30922 Marcadores llas. Ped 

2093 Marcadores geatpcos o moleculas pol 


30.1 INTRODUCCIÓN 


El cáncer neoplasia tumor puedo considerar una enfada gandia (véase a cisicación molar de ls 
úantermedades en pag, 130) que te desara en organ superores enla mayra e os tjaos y on todo po de 
célias somálcas como excepción, ambin an las cólulas gemanales en cánceres heredar, pág 434 Bajo el 
hombre genérico de Cancer se ergiba un Count de enfermedades que tenen en común un crecimiento colar 
desordenado (tumor) y una colonización telar (metástasis), todo ao determinado par una mación ca seguida de 
la acumulación de e muacionas sucesivas. ada cáncer es una aluacón diia con pacularidades dependientes 
el po de cea donde se origina, sus causas (etologi) y su mecanismo, el gado de malignidad y aus factores Por 
consiguen, tolerancia caremonte de ovas enfernedados gendtea, especilmert ls monogénieas (lama 28) y 
las anomallas Comosómicas (lema 23) y e dsingue de Las etermedades mutaciones (pag 399) pr la necedad 
en des de ura confuwnc de laciorws gendicos y ambentles para incio la enformesad. Al igual que das as 
Fntemedades medrcubres, el Cáncer se maniieia en ateracnes Boquimican de 10d 1po 2 vel llar, ir y. 
porculrmente. pora aparcin d marcadores unerals y ses (pág 434 

Es. posiblemente, la enfermedad estuiada más inansamet y desde más puntos de via eanes, naiendo 
mado en los mos años de un conocmient cando a un gran avance en muchos aspacios molecores, desde 
“quélos que explican la polleración axceswa y la pórida do cólas por apoptosis (muero coa), hata los 
recaniamos por los que l cáncer genera ls mesas. Nuesr joo as presentar una valón Cal integrada de 
lodos mos aspectos, que ya han benoñiiado a la Blogia Macs hásca y son necosanos paro Comprender 1 
apicaciones,poserts y fura. on special para configurar una nueva Espacios dica en unio a rondstico, 
ognóstco y Pstariento. La depontadad actual de fármacos par el atamint del cáncar pr quimioterapia o verá 
operado algún dia por novedosos pos de abordjehasados ena traía génica, si come enla innbiciónospacfica 
ela angiopinas la meta y la oopicia 


30.2 EL CÁNCER COMO ENFERMEDAD GENÉTICA 


a partepación delos genes en a carcnogénests puede segui dos tpos de mecanismo, 
+ Por un ado, algunos cánceres se deben a cambios apigenáticos, aún no bien conocdos, que aletan la 
expresión de signos genes y puedon pornanece en estado tete dureo oda vida de la cóla.Por joo. 
on abundants los ages mutógenas que madican la expresión génica alterando la metlación del DNA. 
(pág 273) 

+ Si embargo, la mayoria dels cánceres se deben a combos genéticos inducióos por mutaciones, La có incial 
alciada ca con mayor rapidez de lo noma y. lo exis un conto! de eso crecimiento, lega lomas un 
tumor primario on ollo cuanto (neoplasia) un Uumor secundario (metástasis) an tios lejanos 

Las mutaconos del genoma responsable dela anfermedad son producidas por agentes cancerigonos, de muy 
variadas nturaleca y caacorisicas (pá, 354), as como por ros esporianses o inducidos en la replicación y 
moaración del DNA. pr e, l anlsl dela cacnogenia so ace la luz dol afecto muagónio. Hoy son tien 
onocidas como causa de táncor las muacones que acta esencialmente a gens dedos tos. los protoancogenes. 
los genes oncosupresores (o genes supresors do tumores), Est Justa una e as caracas dl cáncer, el 
er una entermedad poliznica, o que ro rt Conlundrss con ss caratr monocinal (4,413) Como resultado de 
ls mutacón, los genes expresan proteinas alteradas, sotreexpresan las romales no expresan des, según los 
casos xalulra de its efectos moda luciones de a cála lan básicas como el corr de su sión (03,432, 
lo que »o martista an una freoacón excesiva y continua o en una rouccin dela muero cole programada 0 
apoptosis (po 431 
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30.3 ETAPAS CARACTERÍSTICAS EN EL DESARROLLO DEL CÁNCER 


El cóncr, una vaz orginado, se manita de foma varati según ls ivumstoncias. po de cnc, a edad 
ss incnduo, se A grand rasos, su desroto suele aguparse en ts ases con ponlo subelapas de dc 
¿emúacin la formación de tuner raro benigno. su progresión n st yla masón y agaicón de metásiass 
dimor maligno 


30.31. Tumor primario benigno 


nun determinado teo por una mutacó en algún gen (pág 212), Su prsteracin da lugar un ln (pág, 187) de 
llas mutacas, un clon meoplásio, Ese comenzo monoclonal s la primera caacerisia del cáncer, quelo 
Glerencs de ls ontemedads muniacionses (pau 299) pesa de sus ongon conan, 1s Cándas dl cio nica se 

camente diia porel acimuo de nueves mutaciones. As la mutación miciacoa comio acá 
¡dad tumoral a predsposicón solctva ara laprollracón desmedida. La acumulación an las cas 
los de sucesos mutaciones en genes implicados un al conta del ci cala del apagas, que fnvoreran la 
prallracó ola noria conduzaprgrestamente las propiedadas gontcas anomals del cáncor 


uantiiyameno, e sos que son nescsaras era de $ mutaciones para que una ella noma! se conven 
'<ncancerna Dada lbn tna de mutación de orden de 10 porra y cala), esla pclicom 

imposible qu dcha conversan tenga lugar on mutaciones idependints. La pobubilad de que una de 

ende Ud células dl cwepa human sf 6 mutaciones e minima (1014 [5420 194 1950 1 
Es uri, pues, que cita un mecanismo de multiplicación selectiva con cada nueva mutación 
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30.32 Cáncer in situ 


Corresponde ala stuaión en ue lar ostias do! tumor primar no han scapado del tjdo donde se organ 
Puto que el unos cars de capcitad invasiva, pronónteo cnica as en general bengno Y con Hen pues 
corapese por simple exepacón quiugica, Sol renula grave 31 por su Jocscacón aleta Yesos songuintos 
músculos nervos cos, e cuyo ca, un pin sr formamente un Cáncr, poda considerarse como una neoplasia 
maigna 


30.3.3. Tumor maligno o cáncer propiamente dicho 

La etapa que defino y cracerza el cáncer. esponsate de a conversión del céna nocptsica en cancerosas 
progresión o prepogación umaral A posar e ascendencia, ha do a manos esta, sl en os anos as 
le eta prestando mayor alencón y se conocen en paro sus aspectos moleculares, Puedo disse en varias 
Subetapas. de lia satorinacón. 


30.3.3.1 Escape celular o invasividad 

Las céluos conituyotes de legos nomale se manteren doblemente adrrias ene gracias 3 uniones 
Interesar y a uniones dels cóblas on el espacio o matriz extracelular. Ésa os una estuztyra Tomada por 
Nas de prin esas (colópano y olosina,soroadas por las props cóbs, que etúan modo de sopor 
para empaduetar separar ls clas para proporcionar olasteidad o fuera de sostén En astas neraccones 
Intecvena potinas ransmembrara, amadas inegrinas de vaostpos, siendo a moor desta la fexonecina. Por 
su dominio inracellarlas ineganas e unen aos Almera de acia de cioraqueao 0 cda Co, mens que 3 
Fravés de su domino src Nevan afdad por prtevas scerlras dels cdas vecinas (ahesión ll colo) 
yor proteinas foros de a mate trace (cesión cea mat), 

Atos tpos de adhosión so ven aturados on lcánca , como consecuencia a céua puedo desprender dl 
telde convirtiendose sn una ll invasora de ot tego, La Iberacin de as có e consecuencia tambi de la 
acción de encinas roloias o protessas, ospoclias, que destruyan la matrz axracotar, pormiendo que sas 
“rasa por la cla despogaca de sus veas. Entro alas, son destcabls as amadas metaloproteasas de 
matriz extracelular (MVP), que degradan cas todos los componentes dela matrz extacelar por lo que inerdenen 
en procesos funlogios de emccalncón nor, tales como desarolo embrionario, iecmento o y Ertrzación de 
esos La actndadprotugsa momnta espacio h a necios malas, poabement como consecuencia de 
ln sumento ds la Dosis de asis enzimas, En comsecuencia 18 nibicón de ls protegsns aque imporancia 
Con tres teaptucos, pra el Vratamieto del Cáncor, Agunos de aos Inbidors actan sobe a acvacin delas 
lemas a pare de sos precusses nacos proencinas o 2imogonos. pág. 30), mientras que oros Bloquean 
rectamente la ción de a protsa avs. 


30.332 Vascularización o anglogénesis 

Consiste ase proceso an a capacidad de un edo para tomar una red vascuar propa mediante el deso de 
nuevos vasos samguineos, po mecanismos cuos ónalas eo conocen aún de foma incompiea Las cóbls tumoral 
raducen agentes angogénicos que actuan totes cábla ancoizils vecinas para dar lupe 21 fomación de una 
eva rd de venas artos y aplaos, Eo port quo el tumor crzca mucho y muy rapidamente, al asegurar la 
Fegada de oXgeno y muertos, la vascularzacón puedo asmismo favorecer la migración de algunas cóulas 
cancerosas al loment ciclo para dudes  ovoS sido, dond generar una mettai, La anpogónesis se 
no delos objeto de ls Iiamientosantsnicarsos acuales, haciendo uso ola exito de rolinas que bon 
proceso, como endosiain y angontatna. 


30.3.3.3 Formación del tumor secundario o metástasis 

lacant a nvsión o dssmacn cola, los céluls del honor prmaro pueden ire en ojos normales, para 
multiplicar y dlrenciaran o els, dao lugar l lado fumor secundario: metántasio Est tap os de erorme 
¿raveóad nia y constlye la nata nia lll, rover, del lunes magro perque supono la destuccón el 
ajo ano que roda 3 as chulas morales y la consguientedfcuad de eliminación por novencin ura 


30.4 MECANISMOS DE TRANSFORMACIÓN DE CÉLULA NORMAL EN TUMORAL. 


30.41. Equilibrio entre proliferación y muerte celular 
La va meda dela colla, o parcdo de ompo transcurid desde su lomación hasta u dosccón, as muy 
erat ora. mesas, ez) Las coles mandaran colada esta capacidad isnaeca e caciero ato 
la ombricgénosis y el desarolo como a lo lago de la vida del ndviduo acuto. Algunas, como los precursoras 
 ratopoyecas 0 las pilas, con vida meda muy cora, axpormentan una prlracón constanio para ds lugar» 
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“ras muchas célls, tas. como ls nescnas. dejan de dese una vez dferencaas. Salvo éstas, nda ascuas 
e renuevan Contamenta an un ocaso de Taca cla” En condiciones fsclógicas. se requere una etica 
Fouéacion ganduca para mantener esta homecesos o suso clar de loma scunta as necesidades cada 
tando meant a conraposicon de dos pones 

+ La tomación por moss de mas cótas (on el cdo de visón cea, lema 9) termina la taa de 
úproleracón Se asocia 3 un proceso semutineo de Sereeciacón cer, pair par cada jo asado dl 
sarolo (aspecto que no ss conser en el pesan exo), El con e a prlleacón comprende dos grand 
aspecto, sesconacs pero generamente no consderdos de la loma got necesaria para fait su 
comprensión Ls senals extraclres (pag 420) la opacón delo cer (pag 422) 

+ En apopioas. mue cer programada o suceso ela, es un mecansmo feo e cminación de cóluls 
leal e su vila sc, como pario del recam cs cesar pora comtareta la formación conta por 
“visón cea Iguaimar, ienena es a umación ds tjóos (or ejem, célas del salmo y de lapa), 
la morloginasi por ejemplo, tomacn de los dedos) y en la lmmación de clas con daño genético. Los 
lalo dela scope alzan postercments (da. 431) 

La alteración del equitto en condiciones pstlbgicar (neos) de lugar un coscimieto incontrolado, que 
pued deberse a in astas roeración o A na reducida muons cols. Pare que normal el canon 
Ange por una conjunción de ambas causas. 


e ETS a 


3 causas Indipendientes de proliferación excesiva 


o 
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leonjunción de) (5) on (e) 


30.4.2. Genes responsables del cáncer 

Las mutaciones, presentes an as cáloscarceroas, que provocan la aparición de as caactorisicas tumorales 
letan a ganas cuyos productos prtsco regulan la prolleacón cell, la apopos 6 la tenascenci Calar 
(omvejeimanto) La prlieración y la apoptosis se astucarn progresivamente en esto tama, deseando anto los 
mecanamos pomales derogación como sur ateraconos conducentes cánca 

Prineramani, debemos do la exteacia de dos tpos de genes cuya allracón so olacens con l proceso 
canceroso, Oncogenes y genes oncosupresores (Y Sus producios. espacios Oncoprceines y. proenas 
copas) 


30.421. Mutación de protooncogenes: oncogenes. 


a) Concepto 

Se da el somtxe de oncogén ala forma mutaga de un gen normas protooncogén que causo cáncer como 
consecuencia de una “ganancia de función" 6 a protein expresado pos e gen El potconcogón caca una prteina 
ormal, generamente relacionada co la proloracón cer la apopiosi. que acia so cuendo race sonas 
roguladeras especificas. Por l corra, la torna muda y ancogón oxprea una prosina ancma (oncoprotina) 
un se mataro actva adependrtemerte de los señales teglaoras, or loque el feslado 0 Una gmancia de 
Junción de la poten, So puede dex, en consecuenca, que los oncogeres son el fesutado de una mación 
aciwadora de 'a unción Parral de los promoncegenes. Esta conduca, según los Casona una prooración 
desconwolada o una apoplost roptiida y on defiiva, la aparción del cáncer. 


son normal orando 


protooncogén —— O oncogén 


prota anna 
(encoge 


al 


omar 
de prtifeció| 


B), Tipos de protooncogenes. 
Se han donticadoprotoncogenes que odian proinas muy veras 
+ Factores esimuladores del crecimiento celular, Lo mulacn oncogénica vin una producción excesiva de 


Taco eco Una mao acivaad e eto 
"e Ejemplo el prooancogén e coda la cadena scr de crecimiento denvado de plaquetas (POGF) 


prota acemal 
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30.4.2.2. Mutación de genes oncosupresores 


a) Concepto 

AN igual que los potocacogenes, se trata de ganas que causan cáncer como consecuencia de uno mutsción 
experimentada por a oa nomal lorrado gen oncosupresor, gen supresor de tumores amtioncogén (poaue y 
ción 6 contar a ade los oncagene, aque la sjeron pr un mecano ito) La foma normal del en (gen 
“ncasupresor) odia una proteina normal proteina oncosupresora o antioncogónica) que acia deteniendo la 
roleración bien nducndo lo poplosi. Cuio una mutación del on (gen oranevpresr mutado) conduce ala 
Sintst de una proteina no luncinal o pide esa sinenis (pérdida de función, 1 polferación deja de estar 
Conrlada ola apoptosis unca tens lugar poro que sparco una proeación escasa, menudo con acumátción 
¿e daños pensicos en las chas Dicho de two moda, la versión mutada de un gon oncosuposor pure a, Junin 
oral reguladora del proleac, y d agar alcance. 


pen normal 
pen oncosupresor, 

gen supresor de UMTS yoo Bn OnCOSUpEESOr 
es E tado, 


poca pri tal 
ta pa 


ls 
a Te 


contro pasivo e pops 


b) Tipos de genes oncosupresores 
AN igual que ls protorcogenas, os gonos oncosupresoros codcanprotinas que actúan an isis puntos de 
lanus de eoalzacin, del contr el oc co y o apo 


+ Factores intbidores del crecimiento collar. La mutación del gan oncosupreso conespondinto ala la 
Tunconalad e a proteina stc, 
'+ Ejemplo. el gan oncosupresor dec cía una proteina de adhesión collar, sento en e carcinoma de. 
+ Receptores de esos factors inhibidores o de hormonas que franan l crecimiento celular La forma mutada 
e gen onconupresor odia un ucapor msenstlo au Igardo O que vo Tanamán a seal sl morir de a 
coll 
+” Ejemplo: el gan gncosuprasor que codica l receptor de membrana para l acorde crocimento 
vanstemanto (TGF) 
+ Proteinas Cloplssmáticas que itovienen en los sistemas de traducción de señales acogacos a os 
recmptresantorcres, La suación varia segun ses la luncn concreta del proa 
+ Eemlo, len ancomrasor 1 dla la nauoltzomna reina que esta la actividad GTPass de 
as, on consecuencia nacivando dea (pág 422) En a onlemedas de Recklphausen, e gen nf en 
mado (09,352) or lo que la neufrorina e defectoas, a proteina Fs no bara el ST y queda an 
orma acta más tmpo el normal aumentando la proteracón. 
+ Factores de transcripción que dean la expresión de genes Cayos prtucis patos anan al co coll o 
producen apoplosi La forma muta del gen onosupresor expresa una proteina no funciona 
Ejemplos los genes oacosprosores Ry 52, e estudian en eta más adelanto (pg, 430 y 431 
+ Proteinas que frenan el ciclo celula producen apoptosis. El gen mutado no expresa reina oda lagar a 
una foma no funcional 
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£) Características de la expresión de los genes oncosupresores 

A terca delo oncogenes. donde un solo ido mutante act l enotpo de a cóla, a pérdida e a función 
de un gen orcosupresor sdl ss produce cuando han mutado ts dos ais (ndiiduos homecigécos, genatpo 
ncosprerc mutado oncosupresor mutado, o pp) Es det, la lema mulada de un gon oncosupresor se axpresa con 
Farater receso (pags 98 y 308) Eso s así puesto que la mutación produc pórsda de funcón enla proa. poo 
las moléculas de prota stetzadas a pato plo ml pueden suplt sa carencia, l menos parcialmente Al 
¿qual que en e caso e ls oncoganos, la horoncia de ls gore oncosupresres tados s la comespondente a 
Caracter receso. pero 200 tano lor cundo la mutación ha afectado llas gemir (bg, 434) 

La pobabiad de mutación somática n os dos llos de una mismo ella es baja, por lo que la homocigsis 
generada de now os muy intacurie, e embargo os noo neteccgóncs an un gan oncosupresor (que nan 
Flradado un llo mutado) Venen recioposicn a apanción de cáncer, aque slo necesan na mutación somática 
loto seo par perder omar 1 unción de la polis ncosupresra 
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Corresponde estudar a contnuación con deta ases rula que regulan a proleración ollr y cuya alteración 
con caca 

1, La rnscución de señales esraelsars lei celular asta conectar con lio colar, 

2 Laregulación del cio ear pceso estuciado presiament en slo 9) 

3 La moopiosis o mue catar proyamada. 


30.5 CONTROL DE LA PROLIFERACIÓN POR SEÑALES EXTRACELULARES 


La señaleacin nicada po moléculas estemos la célula corstuye, en general, mecantmo de contre la 
prolleracón col, desencadenar de ln teguación del Gl colar por Ot molécula meacelares. Los 
Frecanismos por os que ls sele extracelares dan lugar una repuesta an lintror de la clase conccen 
genárcamente como ransducción e la seña conspen un don e gran sonado en bola cola o nrcenen 
o sblo en l cont dela prieración collar, ino atsén en la fespuera filoiea Una gran canióno de 
Sustancias, como paro esencial de 1 función de los its Ios calas. Se estacin aqu de loma aucmt, Ls 
señales procedentes del str que van a determina la respuestas inracolars quo roguan en último extremo al 
io collar y. con lo, la tasa do proleración Aunque so conocen lambién como señales milógenas, debera 
rosemarsa esa lérmin para ls sustancias que scan stiiamente sobre la moi 


30.51. Tipos de señal 

Las sofas que favorecen a acidos del io colar se conocen como posias o estmuladoras. Existen 
también señales exracalaras negativas o inhbidoras que aci henando la actvidd de uc, En amos casos 
on muy vañados los pos y caracterisicas de las moléculas que al Inde sobre su ólla dana actúan coo senal a 
lenta e 6 eacción con Toplons spocicos 


Tipos de senatización 


Por moléculas sectetadas. 
Señalzaciónautocina La dana 5 a ropa cs sectors 
Senalzaciónparaesina La ca socetra yl cla dana son cent 


Satazacón endocrina (u hormonal La cla secrotra y cálladianaestn ljacdas: a molécula naa 
hormona) s anapona pola sangre 


Senalzaciónintracrina La mala sal eracciona on un eoepor racer en prepa 
at 
Senalzaciónsinapica La molécula señal (neutransmio) os secreta or una neurona e 


intraccona con el recopiar en or neurona o enuna ola muscular 
ue están ar ostra proximidad (enapsis) 

Por moleculas unidas ls membrana, interacción dicta de moléculas de membrana co receptoras de 

(sanalzación yustapuena o yustacina) * membrana de a có dana 


Por uniones comunicantes Conexiones drets entre el topiasma de as dos cóos 
Toiécutas senor Ejemplos 
Factores de crecimiento Factor de creciminto oiémico (ES) y 
Factor de crcmiento dorado de placuntas (POGF) 
Hormonas. 
Poptcos y protinas Hormonas panrestcas suma y cagon 
Estres Hormonas atanals y seruals 
Derwados de aminoácidos Hormonas tries 
Neuratransmisoros Solo son alvantes a as nora 
ono Nurioidos rtnoids, dotados de cidos grasos, ónido nio, 
rondrido de caro. 
Tipos de receptor 
intracelulares. Proteinas situados en coo y nio, que non mallas seña 
rolas 
De suporficiacotular Proteinas iagraes de membrana, que unen moléculas seal Hiraficas 
Con actiidad ncemátiaIitrímeca Ejemplo: trosina quinasas, como el receptor de POGE yal e inulna 
Asociados cantes eno 
Asociados 2 enema 
Asociados aprotinasG imcas —— Las potinasG cuán acoplados. asu vs. canos xicos o 


Ascciados a quisas istacelaras 
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30.52. Transducción de la señal extracelular al interior 
Aunque. como se na iniado, oiien muchas posbldados do Vansmisión de a señal, por simpácids la 
escrgcn se cenará en el mecanismo de atvación en el quo inodoro la stina Ras, causan de numerosos 


Faces canceosos. Sa acacón as un pasa esencal an la bansducción e señala producias por muchos cores 


isis neg 


isc decrece 
Commons 


a de 
AS 


progresión retardo del 


cstmucón e 
Tr z 
da e cSirosoL. 
cnica intuición 
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CÉLULAVECIMA 1 GRCULATORIO. 


+ La molta señal acts como ligando al neraconar con gan afnidad y de modo reversa con e domino 
"extracelular de una proteina receptora ospocca, cuyo domino ransmembrana Hiroféaco st rserado an 
la ticapa pia dela mentrana, E número de ruceteres de un Ipo Concrlo on cada cóna es moy vanat 
esco Cientos a milones. En el cas del na que acia Ras. lo sena procede de eros receptores para el 
actor do crecimiento derivado plaquetas (PDGF) el cior de cocimento apisómic (ESF) la nsuina e 

2 Muni es gano al recio ate e estnul, En l casa del ecelor de PIGF, foma un maso y e acia una 
ctvidasprlsna qunasa Invínsca, concretamente dl ipolrosna qunasa (págs 327 y 425) lostoriando, con 
Gasto de ATP. dominio intracelular propio o bon as protínas. 

3, El paso siguient, que lamaremos “1 cascada branamisén de seta puede rezar por varias vias an ls 
un en genera, 12 producen modificaciones an la conemación de una plana que 8 96 ez perla la 
interacción on alas planas 'dpladeras o osoiació. 

4, La propagación dela señal contrún mediante la actvación de la praena Ras, uns prova G moromérica 
amén famada p21Ras por su masa de 21 XDa) Las proteinas G acuan en numerosos procesos como 
“nterupores moleculares al poder pasar de su foma Inctva, uniés a GOP. al osado autre, unas a OTP 
¡véanse como eempo gunos faces e raduccón:lf-2. pág 10; eEF-1a y SEF-2 pág. 312 OR, pág, 314) 
En ste caso, el complejo two RaS:OTP transmisla set) mediante su interacción con las proteina quínasas 


rscosos collares (como ab, Rv yA) 
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Una alteración recuento en una proporión slevada de Iuncres (espocuimente de colon y páncicas) esla 
ristción dl gen ms. dando lgar a una prolena Ras que es Incapaz de haroar 6 GT, poro que permanece. 
Contruamente en su loma aca Ras GTP. Grsencadenando una señal de pollgracn conta y no regulada, 


Fesponsate de chos cánceres. 


5 Cada prosa efctra activada por as pieducs a coninunción ambos de contomación o fostrtaciones en 
Fucenivas prota Componentes de la 2 cascada de seri”, ete ae que coto Cor Ral, MEX y MAP. 
unasas 

5, Pnalmente, dignas de estas prlbina quinasas dela 2 cascada acia sobr un acto de transcripción al que 
focorian Coma consecuencia, duo cambian su contcmación lo que e par unio l DNA y car repr. 
Vamserpcón de seres ospocicos que coca a proteinas que regulan lo coa yl poplosa 


30.5 REGULACIÓN DEL CICLO CELULAR 


Aries de destiis deaes dela regulación, debe indicarse que 1 epeión ntenada y contada delo 
cotutr delo su duración coraceitica, es dect, delemina el grado de proeracón normal delas céuas en cada 
ojito Cuando la proración cea s continua exeswa y descontrolada se orgina el cáner. Como se ha indicado 
et pure ser cosccuentia del cimulo Suceso (aveces durante anos) de alerciones 0 mutaciones an gunos de 
les genes anteomert deseos (7 ojampl, 1) Analzaramos provamento los aspecios Malocaros del proceso 


30.61. Puntos de control en ol ciclo de división celular 

La rogutación del ic sere en ws puntos en sfidos, que dependen en u conjunto de ls concicinss 
“ambieles más festes ruivarts. tempora, aso) y la presencia de los actores e crecimiento collar 
ocesaros Los dos punis de Control pinspaes se sfuan n a erise. concretamente en e transiciones de G; 8 3 
Y 8e Ga M Elteces puto se tcalza en lana mica racias a st ie contr, las llas 60 nican una nueva 
ase de dutión cuando ss han campido las condiciones casara on cda punt y so a fracado la aso nr. 
"ltzando un sal, cada unto de cool sta medo de tana" dela slapa previa. Cualquier crnslnci anal 
nun de elos hace cosa adv y la consiguiente prolercin callar 


REGULACIÓN DEL CICLO CELULAR. 


Pregunta 
(nización) 


1. Elprmero se denomina punto de control en GS. curra crza del nal de (2. 2C) antes de entra on aso 
5, Y una vz superado Se dspara la replicación del DNA. Eto punto se lama fico om lovaduras de gomación 
(coma Seccharomyees corevisue) y pumo Ro de retición en memioos ondo es l contra principal dl celo. 
A ser la fase Gr la más prengada del cido (6-12 1) es en ola dondo más ntervenan las conacionos 
stacelaros or eompo, de medo de culo), el nia punto donde el cio responde a sofas extemas y 
progresa sn dependencia de astmuls micas. El paco por esto punto lo regulan ls proteís mrcollaros. 
Hamacas icinas de O 249 424) 

2 Etsogundo, o punt de contraen Gaf,ocura al mal dG (27.4), artos dl side a macia Sel da 
o supera esto punt, armani ton se complemento blade olacón comtestrica. Su desregulación puedo. 
or importante en a tanstomación nocgsica El paso por as punto lo regu as proteinas Wracalirs. 
Famatas icinas de 6 0 milalcas (559 424) 

2-3 trar contr, punto M, se ejrcs cuanta la miis (21, 4C —+ 27, 20), onto la melataso (cromosomas 
condensados dspueslos e alpino ocu e Cs) yla alas (separación de as comatids hermanas. 
Unidas al huso mugtco hacia cada pol Celler) Asegura quel col nose da hay eres e a Tomacón. 
del huso acsemáto o en la tnaacón delo cromesomas en la placa ceuaoral Es al punto de cono cuyo. 
mecano es menos conacdo y o se alar sn sta eto, pero postiemete depends tam de ls cias 
ooo 


GLOSARIO porcta paa la salado coltr 
on geper se nunba on curs y mba 4 
in most ere dea po de 
Ls proa a ombres scr, on ls riera encata: Cde 
¡Caceres qua dende de cha. Se taa dun Tama pos cnc 
rca or decos age e dl pr lc om 
¡Clin mimbes de una ld is que unen ls pcs 4 activi a pois read de 
Toten ls opi ecc el clan pac Sal loe lv Se 


ddeceltarion oe 
dedica 
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30.62. Proteínas que controlan ol ciclo celular 

Entos pcs de control GyM y GS intrienon dos pos caractorisios e protvinas, a lcinas y os proteina 
uinasas, que ss asocian lomando compeos Gdk.ccna para contar la actviad de ido collar So esuaran 
ucasiuamere los dos tpos de reelas y a actvacó del complejo lomado por ambas, para poder aodar después 
la regulación del cc celr pr ls compljos Cato. 


30.6:2:1 Ciclinas 
Fl nombro de ost po deprtsnas se debo a que su concertación an lat uc deacuerdo con la etapa 
deco collar, d modo que están presents en una etapa concita y desaparece durant e esto al ido 
Existen numerosas cias; las principales en humanos son as cicinas A, , D y E Algunas de olas están 
relaconadas ene lor ejemplo. las cicinas 8 y 82, 0 as D.DZ, DS y DA. La lució exa de cs cicias (CF. 
6, Ho))se conoce peor la cinaF areco asar mplicada enel contr! el anscón erre ls fases 5 y 62 


a) Cicinas de la fase G o ciclnas de inicio 

Son aquéls que intersenen reguido el punto de cont GS. En humanos perenecan 3 ost grupo las 
sinas del po D (01,02, 053 y DA) la ocn E Ambas so siezan durante fase 6; por ejemplo, al entrar la 
Esla en lalo desde Go) y su concentración coll se regul po Transcripción. Detido au rápida degradación. 
Fenan una vda media corta (nos 25 mn paa os 0) El balnos ente srta y degradación haos que aparezcan en a 
la alfa de 6 y desaparezcan durant a lso $ oa aca ta, 


Ciclinas de Gi ue ico Ciclms míiics 0 deGy 


a o 
na ea 


b) Cieinas míticas ode la fase G; 

Este gupo, fomado por las ccinas A. B1 y B2, regul el punto de control GM. En esto caso se cnttzan 
rana ls uses previas la mios (S 0 Ga) y e degradan rápida y espoccamorto durante la mins. La cn A 
paricpa en e conrl de a rpicacón el DNA y on la ntada n miis La cena B, que so paria o la mios 
ho conser la lana por antonomasia, pues es la homóloga en marilros dela primera ina descubierta al 
omenzar el eso del convo del ido caldar en los vos de la fai Xanapus Joe. a que loma paro el actor 
roma de la maduración a el aso (NEP en ng) 


30.6.22 Proteina quinasas dependientes de cictinas (Cdk) 

Coostyen ua fami de pasivas con una rr honolgja de secuencia [super 50%) que tota 
rei serna y sons de rta stato aspects. Se Vat. potro ón somatocria nas (09 327) 
Sn mbano,xd0 puden ore sa acod encmálca cuando sn motiadas co ra oca, pr o 6 ls 
lara qunasos depende d nas, ak o COK de yn panda Anas) Do acuerdo con eo, end 
ne logias (sia) A ela id cti y cia sus gula 


pame ue ams 


ela dea 
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30.623. Actividad de los complejos Cdl-ciclina 
La ciación de ls Cak como prtina quisas no consiste simplemente en su uni con Una cin, so que 
cu regulación deponde de sros mecansmos: 
3) La posiblidad ce que se fome el complejo Cat ina dnde del isponibidas de ambas protinas: puesto 
ra as CO sn pesos de Soma Contnua ens cdlla, son is cenas ls que repuan 

1), Tasa de sintesis delas cenas: como ss ha Indicado pág 44,1 intst ost coniada en función e 
la tapa del ct, numantando en ies puntos del mismo, dentes pra ls iras A y quo para las 
Dye 

32) Tasa de degradación de as cictinas otorina, jui co a sintesis 1 concertación span paca su 
ad alas Co. 

b)_ Una vez lomado el complejo Cocina, su actidad como quinasa ent someta 
proteinas 

b1) Modificación de la Cak por fostoración y destostotación:1a ctviad cel complejo Cot-cicna 
precia a onorazcón e cotos sos aminoacideos dela Ch y n de otro, lo cual sta guido por 
minis comas Y fslatass, que a su vez están reguladas pora propia Ch activa (vaso Ngura en 
pd 427) 

152), Interacción de ls quinasas con proteinas inhibidoras- limo mecano ropudo de a cidad de 
Jos complejo Cakcocina vana en a enencia do muchas poten que unen las Cák, inibsndo 
rectamente eu achucos. sea lama nbiors delos compas Ck-cicia, o CI Su eco es, por 
dano, saques 8 cido de visón poro que fecinan come oncomirescras (69, 418) 

Los CKI se agrupan on dos famila, wn unción desu estucua (ouisto simi de sus secuencias), modo 


regulación por aras 
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30.5.3. Regulación del ciclo celular por los complejos Cak-cictina y alteraciones en 
ol cáncer 


El descubtimiento de la relación ente dute procesos necpíascos y las aleaciones en algunos genos, 
úspeciamenteaquétos on un papa cave en al contr ds co cla, ha permi Compredas 1 ascender y los 
macanimos de furcionamieto de asta control Detras atracones en las fotenas que regu e o do sn. 
sua pueden len somo Comsecumoa la Svsón amar cesa 0 nrlada, dando lpar a una pleracn 
Calla desmecida con acumulación de arcas gendtcas y Isciócas en la cólas, que pasan a constr 6 tumor 


30.6.3.1 Estimulos de progresión por el ciclo celular y oncogenes que los alteran 
¡Como ya se ha dsento, el avanc porel cido cea se impulsa a grandes rasgos an dos puntos; ini y 
degradación deccins de, seguida de la actwación de us complejos Cocina, y la sta equivaent en O: La 
“cación de estos complejos conduce a respuesas varadas, metdas po las prteina cana que resultan osord 
porta acividad qunasa Se muestra a coniuacón ns visón global de eto dos puntos e activación del co 


¡Deir creen má tres tatormacos 
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Esta estación normal dela progresión po lic puede atacara, conduciendo un cáncer La mutación e 
protoorcoganes que codcan estas prosina estmuldoras del cl ls pueden transformar en oncogenes, Esto 
cue cuando las oncopraenas respecias sctian sin Obedeca a la regulación, provocando, una estimulación 
oniuada ae oque conduce a proboracón acusa causante dl cas 


Ejamplo de proteina reguladora de cico 


Enel de protein reguladora elo cto oncogúnicoresutant de la mutación 


na 
Sine n regula deacuerdo con el cio 

Sisi xcesia 

Actvidadquinana exceso indeendinte de la unión de a cina 


Cin 


car 


Proa aunasa o prolsina fosas 
ctadoras del compo Cocina 


Proteina qunasa o pravinafosíatasa proa no frenar 
inhsderas dl compljo Córccina 


Siete activa excesvas 


30.6.3.2. Estímulos de detención del ciclo colular 


La reputación normal del cc dependa del blanca nro os esimos postas quelo impulsa y los nogatvos a 
renos que detenen el cio an los es puntos de conto, GS, GM Y M (pág 473), para asegurar la conecta 
preparación de la cákua para l aca siguien (oe ejemplo, que se haya omita l eplcación as de que 50 
Condense el genoma y se dida la có), Por ara, los mocanienos de actuación de entos estimulo negalvos se 
conocen pao  ascala moleclar ue aqueos por los qu ten logar el ont! pon; embargo, conceptualmente 
Fue ipieacons ena regulación normal y era an el Cncer són mires en amos osos 


Quimera de Gac cade 


a aparicón e cáncer por atracin dl conv nogatio comseponde a goes oscosuprasors, o supresores 
Lomores, cuya función nora as Irnar cio y, l verso matas, dean e ace (ag, 418) Como consecuen, la 
dla roplc su DNA Y e vid for mios an slender a los punios de contr), an consecuen. prra 
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«sxcescamante y acumula defecios gets (por ejemplo, po una mois prematura ans de quese haya completado 
la replicación) Er los mil gens supresoros de tumores escios, os mejor estudados son Ro y 33, cuyos 
dro plas an scr a eun dl. A conan secta 5 ción ma! y a piccón 


30.633 El gen supresor del retinoblastoma (Rb) 

E descutrmiento de una predisposición herctarapara ut reinbiastoma, un po inrecuenta de cóncer que 
isc a os jos, pom denia un gon (denominado 5) de trascendencia en l con delo colar. Su 
posuctogénco la proteina el renoblastoma (Rb, PR 0 105, por su masa de 105 ADa) se ancuenta presento y 
ca on el convo! de todo 1 de cállas normales; de ahi su imporancia ganara. on consta con el caractor 
tostrgido de actuación que putera deducir de su nombre 

La proteina Rb se caracter por csperimontarcatis de fototació al largo del cto cor, que modula 
“au sti como eno o el punto de control GS, Esta acta se debe ala ascconón de no fostriada con na 
ran cantidad de cre prenas necesarias para l proxeracón collar, en sspacal cores de transcripción induce 
(p30, 299) como Mye y E2F. 


ye 
o 
e 
AT 


ul 10D tad de clon 


7 


Fscoes de same 


En una cóLio normal la proteina Rb está sempre present, pao su estado de fosforiación y. or consiuient, 
4 tidad) vai aa largo de ls las dl cc. Los lectores ostruadors del crecimiento actuan como señal que 
Javorec a actacón dels proteinas Cox. con loque stas puden fsfariar Ro y anulan a! su afecto bir sobr 
la progresión delo en Gy', 

La pérdida o mutación de as ds copias (elos) del gen b all unción de 1 prosa Re, suprimiendo 
conto! por CR y provocando un paso promalya fase S. Aunque la nacieción del gen Ab es responsat de 
ánceres en versos lejos. alcia en espocal las céadas de la reina inmadura, conducendo ala polferación 
ell excnova que causa el ntiastoma Los is que heredan na copa defectuosa del gen poseen un nico 
elo prmal. por lo que es más proveti que una mutación anu compleamerta la Ancona de Ry nan mayor 
—usceptbldad al desata de tumors e a atra 


Diners pots ias atu 
susto Kb € impidiendo su ación 
a 


istigema del ios tumoral SV 
penteina E del papiloma 
rsein EIA 8 mcn 


306.34 El gen oncosupresor ps3 

Aproemadamante 50% els tarcres humanos prereran muacines en un on tacionado on lo dl 
Gio celda, denominado pS) por Colca nagra cuyo mana mueca es de 23 YDa, Esto o quier docs que la 
Grolino pS) anormal se a una causa el 50% de 1s Aurora se aman mutaciones en vos nos Cuyo 
lacio Combinado e la antomadad Se ortsrz> ls sevares del on 53) tenen un seco ito ob la progterón. 
rol, 

E crio arcanos del en $33 se debe a luncones e rotena noma saerzada. que conter. 
Induetr la apoptosis y aio como frena en l punta de control G/.La concentración del pto 56 e cla 
rm o Dj poro a 50 au ara a econ ec AS sa CoNEICAnOO un paran 
aver de 63 cando ento dato en l DINA or jm, as la exponción raciones), cuando o aora lo 
Concentración de nucibldon an la CAhs. en atuaconos de Mons, ojo etulos ONCOÓNCos, sl. En ano 
condice, Sumenta a concentración de apra 23 ys progama pasando d 5-10 minis la 
150 mino) La presencia de años en l DNA es atcida por veas prcenas entr ls una proteina una que 
fostona a 53. La ora tostrida de pS msn lacir dntrnscrpcn (og 264) que induce 1 epresion e algun 
Gano y tegrmo la de 0uos. Ene ls ruinas Oya oxpresón morena Ona en rmer lug 21, que Ino la 
Fedvtid quina del concejo CKZ-Cxina E. necesa ora superar GS. En segundo Agr. DADO (prat! ro 
an DNA damage. óntencn del rociero por daños en CNA), una prcina que, ll que 21. cuen 
PCNA, Incio d pocaind e a DAL Éhg_ 149), mpendo d ata meo la egicación En consecuen, y de 
forma sis Hola cin normal 3 es hear la progendn e 20 eva as seis e UNA 
anado. Mas ún, e ponte que la popa pt 95 prtcpa etnia recaracón dl CHA. 

Los delucios homociótcos n pS conduca. por aio una ata e oral en e punto Gy5 y unaroduccdn 
da la ena an opio, festardo una prllracón Cos decorada que ocaso tumor, En nadar 
Fatrocpóteos proucen e sinrona de ULPrasrer, Coraceradopor a Eeoaponcin a osaro de uncres 
Por limo, de manera anloga 1 que ocre soe FO. Sres proteinas viscas generan Jucies a ves 0 
Bloqueo de 13 [agan de BUD plena ES de paolo y peta E de adenowrs por emo) 


30.7 APOPTOSIS, MUERTE CELULAR PROGRAMADA O SUICIDIO CELULAR 


La apopioss es un proceso foógco, contlado gendecamene. que se a en todo Igo de cánias de 
Organismos mulicalaes y portant am odos os Organos y sstenas, mante el cual las cétas dañadas 6 no 
seseadas (que han imgld u ac val pag, 415) schvan mecaseros que conducen 5 propi destrucción e a 
«el nombra aemalvo de “sucio cola” Mo date cortundise con a serios, deta 8 eco nomno dencia 90 
gentes astros. de nuera mecánica (ur) ales (vrs,bacnas) qumicctsic [dogas, Ins, venenos) 
la, que conducen prada e la Capacidad de regulación owrole= Puchormerto rca dl membrana, sl del 
omo inracendar y Mnalmentelagoctons e vs escuos corso 

Se cbsarva reducción de a apopions en conccenes ciegas cxrcensadas por una gan prooon callar 
¡desaralo emenonaro y posnatal lengrana Meurreross, recae acción de hormonas y tacos paacrmos, 
ele), as como en Susciones patas lan dnersas coro e Carcer (a ns mormsentalwa de una exce 
Ercteracdn) otermedaces aorimunes o nteccones vas De yla portan e stos ul proceso Aopen 
su conil y alos an procesos patcepco. 

El ostudo de la apoptosis ha de hacer an conerión con el e a prleración ceuta Como ya se ha inicado 
(69 415), la cála cancerasa se conser hoy da como una cada con una poleracon Incosolads detida 
Probatiamanta ala suma de una aceyación de la prllracón y un Bloqueo e la apeposts Do hecho, la propia 
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uimotorapa dol cáncer está mtxsda de esta ea. el mpacto más bien modesto delos tratamientos anpraleatvos, 
poxasemerte causado por una baja capacidad de praeracón de "muchos umoms, deso complementarse con 
totamentos que nduan la apopes 


30.71. Etapas y control del proceso de apoptosis 


Desde un punto de vista cavar y molecular los cambios on la apopiosis parecen transcuri n tros etapas 
relamente defcs dominadas induce, acción y so fal. 


30.7.11. Inducción 


Se de exe nomtre a a reacción ant un estimulo o señal Igual que en la proeracón col, s importante 
Inda quel inuccón de la aporto require ostmuls adecuados (seaos posos) tanto atracolaras como 
procedentes de la propa cola. Exien también señales egaias que actuan on sonido contar, renando la 
papi 


307.12. Ejecución 

Tras la ducción comienza el vedadoro proceso de apoptosis, que consta du ateraciones versa que 
condución ala mueno dela cólvla: cambios moros yde a membrana con disminución dela adhesión a aras 
edatas y ala matiz aevacolulr, contracción del clpiasma, condensación e la romana, ragmoniación del DNA, 
“tución el volumon mues seguida de su destegracn, otura de miocois on venido de su contenido al 
etopiamma, bparcón de protuberancia en la membrana cause (onómeno Consióo como elos), el. Esas 
leraciones 10 deben a la ectvación de vanas prolesas y nuciasas, que se convienen asi on las púncpales 
rocas responsablos de la popioi 


a) Proteasas: caspasas y su papal en el control de la apoptosis 
Los caspeses son uña foma de polenta ioadicas 


(denvo de la clase EC 3422, Caeina endopepidasas) En 
humanos se han dantfcado 10, clasificadas en es gus de 
cuerdo con su ospecdas de ustate, Producon la roo 
de prtinas dana o sustrato, se las culos cabo char una 
prolsina nuclear con actvidad de reparación del DNA (PARP 0 
POMADP sbosajpolvease) y un factor de tamoipcón 
ÍSREBP), Les cospasas no slo atían degradado proteinas 
Sarlo, sn que tomb sehen a ota. cspasas 
Dependiendo de su posición en la cascada de acivacin. se 
¿lingue sente caspasas"niciadora" y “jc 
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La apopiss se cono mectate preinas engácacas en vanos nulos de setatzacón cols, codífcadas por 
protoorcogenes y genes oncosupesores A gu que el OC cel el conto de la apoptosis puede alterarse, 
onorando situaciones patológicas arre las que sa ne el cines Sa conocen ya algunos genes que codfcan 
rol reglas e app y su tarcón poe rulos. 

El conto! positivo conste en etc e a cascada de caspasas. uns delas pincoles sofas nductoras os 
la iteración al clopiaema delos componentes delas mioconánas rotas espec sl cocromo € (megrante de la 
Cadena rwspralona) Éste a us 5 la pcia Apaf actor actvador e las proteasas apopiticas) formando un 
<ompij que acta a procaspasa rsidira Algunas prtenas como Bas, estan sls espas e nic, an eros 
Cancer Bax ent nia. anulando su electo de conta posto. Este control posto dela apoptoss es análogo al 
eri en la proseracón cea por la inución en cascada de la acia crceina qumaca de os complos 
Coki (pag, 420) 
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Las prolcaranciós etarmas de la cátl, fsmodos durara 1 etapa de ejecución, leminan por separar 
lormando los amados Cuerpos apopiónios, estos on carmawrtcos y construyen una os 1s Srencas respect a 
la nocsoi collar Los cuerpos apeptcos son uccnacións y tagocñados por cra cla. aso vecinales al propa 
ojo como especializadas (aerilagos), e loma que toda la ceda acopiic se destruyo sin queso lau a Mera 
matonal Cs l modo y, en Consecuencia, ala aparción duna reacción mato (a lerncia dela necro, 
onde la cala muerta Iarndo, su Contencs y prono ea respueca), Oberá, 10 esla proc + 
Acompañado e oros ambos pour, 
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30.7.2. Relación entre ciclo celular y apoptosis: p53 como punto de enlace 


Como sa ha indicado proviamenta, l gen ancosugosor 57 odia la proteina nucearp33, reguladora de la 
Iranscipcn de cos genosssecionaco col progresión del io colir (30, 431), Por tra pario, 5 provoca la 
apoptosis, cuando las lesones del DNA son impoaies de reparar, in sea por su extension 0 pr decis en los 
stem de reparación Se sima asi ponblidd de quese ranita el OA gravemnto atoado (con gan numero 
ds mulacones, con reorganzacines comosbmicas o con enouploida, por eeo), Los mecariemos por los alos 
53 proccs es actacón dela apopicat son músíls y se conccon un de foma incompleta, pero nluyen arto a 
Letacón dela rarscspcin de genes amo actes no transcricionles del prtena 53. La mtracón de star 
funciones de pss, debido a la mutación de su gen mpid la entrada dela cálla on apoptosis, lo que, unido 1 la 
¿desaparición de a funcón de eno del cdo calar, ans como consecuencia que tas css continen preteando 
Aunque posean daños an cl DNA o deectos gonátics, sumentando s| la probabilidad do que éstos se acumulen y 
Tavoreciodo a aparición de ua cnc, 


30.8 HERENCIA DEL CÁNCER 


Las aeraciores inducdas en l cáncer se transmiten en la míos de unas cálulas  crs (cbas somática). 
pero nose wansmlan por orenca de padres a os. Para elo hata de str una predisposición o suscopibldad ala 
Frustación on a nea gorrina, una SUsceptiblidad hereditaria Exison sn embargo, casos de cáncer horsdtar, 
debidos a la mutación de proncogenes genes oncosupresors en l ówloo l esparmatorid delos paces, La 
musa y mecano Medel del desanalo del cáncer hersátaro son 1s manas que para al cáncossomúco, alo 
¿erre e Ipod Cll donda se nica (Qerminal e somát, respacivamerte) Por ota pare, una vez haradado l 
since, el ndo alctado so conde en portador yl ansia us descendntes de acuerdo con las reglas de 
herencia mandallna y dependiendo del tarta dominant u recen del gen alero causante del cónce [or lo 
común, dominante ls un oncogén y tontos se Vta de gen ancocuprenor mado, pp, 417 y 419, 

Uno de ls cáncros horeatario major conocidos y con especial trascendencia os el d mama, que Lone sto 
carctr en un 610% de los casos, Su causa prinopol es la mutación de los genes oncotupesores BRICA! el 
Gomoroma 17 y URCAZ del 13 [ds Brvoi caco, cancer do Mama), El pemero as expresa ea mama y oran, 
ndfeardo un tctr de ranacrpción con un meto dedo de nc (pág, 63 en su región Nominal, Al tano de un 
en oncosupresor la tansmsin heredar se debo geeralmerte a un llo mutado, que sl se mantesara enla 
la osado un tumor e amasán sure mutación posteriormente el vo le, Poredado como forma, normal 
(D8g, 410) La presencia de BRCA! engrase asocia on mujares un 0.80% de pribablidad de padecer cáncer de 
mame y auna predposicto concer de vano 

Existen oros efecios genéticos oradtaris. donde so transmita prodisposicin a desamolar un po especie 
e cáncer »eradtemi pomenas (pdg, 363) etermedad de LFraumenk áncar ceca, sarcoma, suo lada 
Islangiciaca,intoma no hodgunino, lucena Inoctca aguda, ete Generalmente aarcón del cáncer e demora 
bnstanlo, pues es necesano que 16 scunulen mutacones somáticas edcionass. 


30.9. MARCADORES TUMORALES 


as aloacores de las css tumorales pueden considerar a distin escala, Lo taicional y más usizado en 
ica son aquélas que un sn estr directamente implicadas 0 ser responsats del pruceso reopiásic, son 
Consecuencia dela oxsencia del tumor  ncluo de su evdlucón 0 respueca a una deferminada tempía. Con 
Irecuenca, afectan a componentes espacios de la propia cólula de células vecinas. Estas alteraciones constituyan 
la basa de os lamacos marcadores tumorales  Ysulares,estaicids con ines ios y relacionados, en geral, 
on al gado de matadad el umor. Se observan tato ir por ejemplo an cáas en cto ietadas con rus 
ncogénios en el proceso lamedo transtomación malta) como nuvo, en numaross casos lios 

E uso de los marcadores tunarals solo es válida si para su determinación 5e cumplen carios roquistos 
analicos En cuanto 3 sus poblados de lización cc, bon hacer aguras considercions básicas. Por un 
lado, raramente e emplean los datos de marcados para estaecer un diagnóstico, ano que áte ha de basarse en 
datos los radologcos, blopes, le en genera, os mocadores alo sien para conta a evidencia del cánco. 
Tempore dobon ultras marcadores para busca cáncer an una población (evo excepciones, Como en poblaciones 
de lo nego) En cumio al pronóstico de una enlemedad, se cuga una comelación ena la concentración del 
marcador yla masa del tumor” Son adecusdos paa el seguimiento del cáncer, en cuyo caso cabo confamarso la 
caca del ratero uguiendo la concntacón el marcado o lago del tempo, para mvegu, por oremplo, el 
¿uranio de un marcador ns ndo de recumencia de la enfermacdad y e roquero una tra más enárgea o un 
Camba de exratgi 

Las aleaciones delas calls cancerosas son Lan varisdas que pueden ostudarso desdo dinos puntos de 
vn focales y gonersizds, morales y ulre y, nalmente,genuicas o mocos 
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30.91 Alteraciones locales y generalizadas 


El proceso canceono ejerce una infuencia deca otra ln propi rá y su vecindad (oeco loa) sobre la 
tota de crgantemo (seco generalizado o sstámico), 
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30.9.2.1 Marcadores tumorales 


Se da esta rambre a cusiques sustancia relacionada con la oxiencia ausencia e un tumor e Iquitos 
boogie, en aspect el piasma o el suero, Su nauraleza molecular es muy hetoroginas: las más comunos tones 
función doamonal o enzmáes, o pssantancaacteisicas mtgéncas. Su apancón puecen deber a Meracones de 
la morltogía cala, del csossqualeto mundos, mizvtamuntos y Narentos inermedos), del super de 1 
mamtrana (anigenos socicos. párdin de Imbicón de rscrmento por contact, tecplro. ds lodo 1po de 
armas bequimcos dela dotación cromesomics (carpo anormal lama 29) Son ts marcadores que más se 
“analizan dese wn punt de vala generas Se pueden disinguk des grupos de marcadores tumorales los de sucrción y 
las etocinas o oquinas) 


a) Marcadores tumorales de secreción o marcadores “clásicos” 
Pueden claeicano on unción de los lacores (tsaros, melbólcos, fsclógicos, matadelégicos.) que 
determinan £u concentración en Equis biolgios, piacpalmene la sangre. La sta de marcadores de sececión 
norma y. a ecos pacto también pueden caslicare en función del mateñal Hlógco en el que se puedan 
etc marcadores sérco, ars, de Uiquocealoraquio y 6 metasasa óseas 
A continuación se describen algunos dels marcados e secración mejor crateiacos 


“e Fetuproteína (AFP) w amtigeno oncofeta 
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Subunidud | dela gonadotropina coriónica (+KCG) 


cota cren e a places dat embar, onda por en ada aiii) coca! 
en ermita (188 amm) xpcada or 7 gr del Comosama 19. Se min e sima e 
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Pr microglobutina (B,me) 
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Amtígeno carcinoembrionario (CEA) 
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uigeno carhonidrato H25(CA 125) 
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(Fomana pep ema puro IR Sega por ls aa Ce sides (o praia 
E somero deu seri proce un denemo de la cometnción de cli Ib en plena, dio la 
[iii de e ero ca y e aborto tula. E 6 par el disco ps yl segumieno del 
[os mc irte 


Fosfatasa ácida prostática (PAP) 


[Ema especifica de órgano, concretamente la icenzima 7, implicada enel meabolivo de Fsfoiidos y presen 
[elepiis noo promo y dsc sn ud ema tl pu dic y era pace 
incor de miss. 
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Tiroglobulina (TGB) 
aaa Sn rd de innia, muy alandane o e Vid cono prison de ses y ici 
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Fics wuaiencs renales y ucnomas scamos de pulmio, E tnbié un indicador noxio de 


Apéndices 


Referencias históricas 


Aportaciones a la biología molecular e ingeniería genética, especialmente 
en relación con la patología molecular 


Esta rolción no pretende se una Eta xhustva de todas las aportaciones cnica quo, att individual o 
colectwo n han Pacho hasta contra a materia presentada en st xo, sino que Simplemente ss desea relejar Jos 
Gigenes e las pnopalos aporaciones, Con una mención espciica pata pesonas 6 os más sipdcatwos an 
nuesto país. En su mayoría. os tr seleccionados han surgido par dela normacón contado, oral o de 
Fuentes indecisos cos 30 rien Cronleicamento agrupados Dojo siete aperos 


1. Naturaleza dela materia vivo 
18608 A Hcchs observa ascos microscópicas (calls) el oro, 
1739 Piera sdción dela larmacopes espanola (Farmacopes Matens) 
1809 y. Dergolunsugero el mino proteína para ceras sustancia nitogenadas de celulas animals y vegas 
1840s Comienza la eora celular d os sees uo con Y. Schmana y.) Sciiden 
Fa Bsomn ctra una región densa ccuar dentro de as có vegetales (nio) 
E Putin observa pr púmera vez el cplasma (rtapasa) e lei de aca 
1850% A Vachow demuestra que lod cla env d or; surge el concepto e disón ettar 
1866. Mens descrelos mecanismos de herencia delos caracteres (plasmados en us ames Leyes) 
E, Hoppe Seylr ocupa pera Cátecra de Bequimica (Quini Fisológea, nw.Tubega (Alemania) 
1069 4F. Mescnor descubro a puciína, una nueanca da fica en str DNA) 
1875 O. y Her: sustancia genetica de los pogentres ss tramite en la Iscuncación 
1881. E, Zacharias demuestra que ls cromosomas ontnen la nuciina decubiena por Moschor 
1862. Wer: fusión de gametos en a ecundacón y poster separación del cgoto en dos clas 


ass Sa moduce la Quimica Bllógica en España, n el doctorado do a Facua de Farmacia dela Universidad 
Contra de Mad Laureano Calderón Arana) 


2. Surge la Genética como ciencia 
1889 A Almas punta un DIVA He e protírs y acuña para la ueicina emo Acto nuciao 

1895. Altea Nobel donas truna para cea os premios que evan su nombre ¡se empazan a conceder en 1901) 
1800. CE. Canena,H. de Vies y E E Seyasenegrecescuen as ley de Mendel l cabo de 4 años 


1802 A, Gane anatza a aleapionuna como aleación del metazclsmo: sua el conceo de dversiad genética o 
palmo 


VL Seto concluye quelo ges son unidades fsicas ban dtnidas y localizadas e os cromosomas 
1903 Prov ltro 0 Bloquimc en España: Tratado e Ouimica Sip: de Jos Figuez Caracido 
1908. WBatoson observa el sgilcado gondico de a censanguiids y acuta el tómino Genetica 

1308 F, Gato y A Garrsd nc a gandtca mésica. con al canespto de eroros congénitos ae metarcesmo, 


Santiago Ramón y Cajal, omer premio Nobel spañol con Gol, or su trajo sobre la osvuctura del 


Se lunda en España la Junta pra 1 Amplación de Estos. aj la presencia de 5. Flamón y Caja 
1308. TA. Mogan estudia ls mutaciones genátcas, los rasgos lados sexo y función de os cromosomas 
Astur vz po prmera vez el tómmino Boop Moleutr, aunque si su sigiicado acual 
P. Sohanaon ntoduco ol témico gon paras unidados de horancia con carctrtransmisio 
1910 A, Kossol, perno Nobel por sus estos sobre a química de as cétvlas (proteinas y dcdos nucleos) 

1919 Etary acuña lino Botcnología para dere a “ntracció del logía y a tecnologia 


an REFERENCIAS HISTÓRICAS. 
1026 Premio obs para Y. Syeceg por eps a utrcentugaciónanalica pera deteminar masas moecars 
A Mule (premio Note! en 1946) demuestra an moscas que ton rayos Y causan mutaciones 
1928. F Gran demuestra e proceso de ransiommación bacteriana (Tantoonca de ación nucico) 
1029. A Lowe detsmina que la 2-dosoibosa os l azar presente on ls nucicrids del DNA. 
1990. K Larsetenr, premio Noel por desutrs y iiar os grupos sanguíneos humanos 
1891. OM Marton, premio Nobel po l estudo del proce de respiración celu 
1993. TM Morgan, promo Nobel por descubre a fncin de os cromosomas como portadores de a herencia 
1934 A Fong describe lateniceonura, una senza congénaa 
0, Bray O Crowioat penes estudio de una prtina mediano tución de rayos X popana crsttzada) 
1897 4. Waldasróm describo la mactogcbulnema y a pame vanadad de porta la pot cutánea tarda 
1998. VA Asta y Bol encuentran un spaciado regular de 0/5 nm ao lr dls fra del DNA. 
A Hundy; a otecnologí Hegará ser más importe que la ingeniería mecánica yla química 
1399 Se cue en España el Consejo Supenor de imestgaciones Ciemuicas (José María Alar y 
Manuel Lora-Tamsyo) 
3. La bioquímica alcanza su madurez 
1941 E MECtnock (pres Nal an 198) muestra que ls tanspoxones carsn de gar on el gnoma, 
Wo Bac y EL. Tatum estacion la tai un gen — una esmas 
1943 Ge Havesy, premio Nobel por a aplicación elos stoposracactvos a as reacciones metabólicas 
A Hnsolmann publ una monogata sabre el dagnósico de cáncer de úero medants ts vaginal 
1944. OT. Avery C. Macao y ML MeCany. cl DNA es l material poro de a iformacióngendra 
Se ntrogucs a Bioquimica ens estas e cenit comenza la promoción de boquinicos españoles 
“Angel Sanos usa 
1948 S.Takahara coria la primera Gonza encon la actalasomia o caroncia de caalasa 
1987 Se cr en Argania laa de Ivestgaciones Eaqumicas.Fundación Campomar Bamardo A. Houssay 
¡grama con 1947) y Lts F. Ll Greco del Insituto ura 0 añ y premi Mco en 1970) 
onattuyon un germen del estación bioquimica en ispancaméra 
1949. ML Barry EG. Borra dosculvon La crmalrs seu en cla e animals ome 
1950 Dow deseo 1 aviccentess para detectar en eo ncompatsidad de cr A 
18508 Se conoc ya gran parte de a composción química dl DNA (azucar, enlaces foslodiser y bases) 
Fl Fran y ALL. Vilas: primeros tos precisos por ayosX sobre la astur del DNA. 
€, Kendraw y ME, Penaz lucidan mediante dicción e rayos X la esrctura de miga y 
hemogobina Item Hobo an 1962) 
1951 L Paddy descubro l base moleculas dela anemia ltitrma;sugo l concepto de entermecad molcula 
HO. Hera estu las enferncacesIsosomales dermis asociadas  opindos callar 
E Chargat estaca la mlción squimolacar pstent ato puras ypnicnas en DNA. 
1982. M. Chase y AD Mory coniman en ves que 0 DIA eel orador de a intrmación genetica 
Se eran a Asociación Español de Blopatolagía Cinca (AEBC) y a Sociodas Española do Ciencias 
Fesclogcas(SECP) 
4, Se Inicial Blología Molecular com el estuco de a estructura del DNA. 
1989. EMC-Crex y JD Wston proponen la asuctura en ob ho ara el DIA (premio Nobel en 1952) 
1950. A Levany JH. Tp Han en 46 número de cromosomas humanos. 
Se descuten la ANA polimerasa yl MBA; el monsajogonátco require secuencias e pats de ns 
E Jal y Monos demuestran xtstnci de genes estructurales y genes rguldores 
1957. nea sus actvatsaes cinias el Cono de vesgacionasBilgias (0) royació de a Bloquimica 
hacia la Mesina (Albero Sol y Casos Asensio] propone e témino Meciana Molecular 
1988 SW Boaco, Ledotg y EL. Tatum, promio Hobo por osusos do rocombinación génica y organización 
el material gánico de baca 
M.Meselson y FW Star ermestan por uracenlupación el carctorsomiconsnrador dela epicación 
A Kombar ostabeco l mecanismo dea replicación catalizao por la DNA polimerasa 
A Gautier Lojeun y Tori: el mongolamo está cauzado por un cromosoma supemurrato 
1959 A, Komborg y S. Ochoa. premio Nobel por sttzar nr polnucidudos de ANA y DNA 


REFERENCIAS HISTÓRICAS. ES 


13014 Expansión de a Blquirica en ls Facutads de Fasmacia y Ciencias de Barcaena Feranco Calvet y Jorge 
Bozal Vicent Vilar Pasas y Manuel ose) Sango de Compostela (Jo Antonio Ctzas), Granada 
(Fadorico Mayor Sola Manual Losada) y Machi (Angol Marín Muncio) 

1960. Cosenza e entuso del mecariamo de acción de os genes 
P. Berg loa por rmera ve el DNA, 

Se inrodue la hiyidación de os dedos nucecos. 

1961 E. Jacob y 3 Moves (premio No 1965) a rmución gendtca uy del DA 1 gus de un RNA. 
Ding demuestra que atracción iscune en sendos 5-43 del MR y amino «cromo del preano 
Lyon muestra e proceso de nacivación enel embrión de masiers eme 
 Iiremberg muestra ls primeras comespondencas era codones y ominatcidos tenzando proteinas a 
part de un DIA arta 
$, Brenrar y FHLC.Crck la secuencia de codones jala de aminoscidos: e cóago no se slap e punta 
M.Meselson y Vic: a recombinación genetica poauce por rupura y nueva unn del DIA 

1962 EMO, Cóck JD. Watson y MEF, Miles, promo Nobol or sus astas de estructura molecular del DNA 
5. Benzar el amoaclHfNA se incorpora en la sintesis prtea según la pspacdad de su anton 

1963.) Cam demuestra la sívesi simutansa de ambas hebras durant la repácación del DÑA 
“Comienza a ulizars al ensayo de Gui ara el dagnósico de a fnacetonura 
Se funda la Sociedad Española de Bloquíica acuamente de Blzquímica y Bltoía Wolcula) 

1964. A Holiday propona un modal para la recoinación homéloga 
M- Roger consiue por primera vez Implantar un gen en una cólla anna 

1965 A Holeydetamina la pimera secuencia polnucecidca natural (NA=) 
$. Senzar eater el pres mapa detlaco de un gen 
VW. Arar. base bioquimica dels procesos ds restrecón y mosfcacónnducióas porel anfrón 
E. aca, A Lo yl Monod, promo Nobo| or sus estucos del contr gonético de enzimas y de viu 

1968. FC, Crek propone el alancoo del baso 5 del antcadón durant traducción 
Se observa el paso de materiales atrás el poro nuciar (por ejempo, soma 


1067. Se nic en Españ a Botogía Molecular Arioio Garcia-Besco, David Vazque y Eladio Viñuela), german 
es Centro de Biología Molecular (CEM. Inaugurado en 175 y acuaimante 54 “Severo Ochoa) 


1968 1 Nomura y P. Tr corsiguen ensamblar szoomas nio paí e ss components 
FR. Mosey, 45, Korana y MW. Uremberg, premio Nobel por la interpretación el coo genetico 


1909 Gran ipato desde el extranjor as 1 Bicmica y BllogíaMolcuar en España, por part de Severa 
ochos, Sango Grsola y Francisco. Ayala, ete otro 


M Detrich. AD Mery y SE, Lui, premio Nobel por al mocaniemo de replicación y ha otura genca 
seva 

Se inca un España tos programas de Patologia Molecular con cación Faderco Mayo) del Carro de 
Investigación de Ateraciones Moecwes y Cromcrómicas (CUYO) 


5. Comienes a Ingeniera Genética, como tecnología del DNA recombinante 
1970 A Jorason y Ps sugera es dos puntos de corral (6/5 y GM e lit de suión colla 
Se obsenan en mirogafas electrónicas ls procesos as ransespcóny traducción 
RA, Brite y DE Kohna sean as ácncas de reasociaión del DIVA ear peto 
0, Sin y Kv. Wico coccuren a primera ensima de resncción 
D,Baliose y M. Teran: los vis ANA pasan inomación gandia su arfrión 
Bobe [premio Nobel n 1999) y D, Satan proponen la secuencia señal para lr de polínas 
1971 EW. Suera, premio Nobel por sus osos del macanzsmo de acción de homonas 
Inicia sus actndades el nstto de Boga Fundamenta de Barcos (Jun OI, Jarro Py José 
Antonio Suttara) 
1972 Secron la Sociedad Española de Genénca 
1973 11 Fouión dl Asomar sur a preccupaciónátcaporla manipulación medirse DA recomtinante 
1978. Keroro ucisosoma es la subunidad Básica de epaquetamiento del DNA. 
A Cia, C. de Duva y G E Palace: premio Nobel pora ostrcura y organización unio! del ct 
NK Somo. G.JF,Kóhiry C. Mito (premio Nobel en 1984) dsc a cnica dl ordoma para produc 
ntcueros monocionals 
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Estructura d FINAS: antcdón Video n el aso modi) es complemantato al codón Wiito e el RNA) 
EM. Soxhem dsarosa u ánic de Hvidacin de dos nuctecos Con aa, AM Doy, M0 Gobus, 
Van y S. Mich hacen el pres lagnónco prenatal os una enfermedad gondica a aalasemia) 


8. Se Inicia el diagnóstico molecuar 
D Batemoro, R Dulbecco Y HA. Temi, premio Nobel por mecanismos de produión de turcees por vns 
Se crenn la Socia Española de Quimis Cia (SEO: esas 1994 as la Sociedad Española de 
Bioquimes Ciria y Patología Molculn ya Asociación Española de Farmacéuteos Anaisias (AEFA) 
Y Ger y AM, Maxarndescrten el pamer método de secuenciación det DNA 

Robert y P. Sha serv que e FINA se Lrnscre apar detragmentos dacontnos de DNA. 

FA Fine yA eteys desean los inrones [secuencias ircaladas) en genes de cucartas 


La empresa Ganar patenta el pocaso de conación del DNA desarolado por H W. Boyer y S. Cohen, 
produciendo hormana de cecinseno an bacteras modicadas por mnpeniaria genética 


Se toan en España os íulosofcles de Espacalsta an Alis Gícos y Bloquímica Cinca 


"Arte, D_ Nathan y MO. Smá, pomo Nobol por descubre as encinas de eseción y soicaris 
probiemas de genétca molecular 


Se produce inulna humana por cenacón de su gon a batas 
A. ch beni el ZONA por lación de rayos X e csalos de exanuctodidos cos en GC. 

SM. Tiguan viales los trans enel gn dl gti 

(G.Cooper,R Wainber y M, Wir doscbran os oncogones 

FL Vin y A. Myman identica el poímoriemo e a lngtud de rgmentos de resticción (PLE) 

D. Lana y A Lovina descubran la proteina clas pS, seba por un gon supresor de tumores. 

VW. GUbon y F,Sangor premio Note! por sus másodos de secuenciación de ONA 

P, Bor. premio Nobel pr us atu ioqumicos de cidos nuicos (an especia, VA recombinante) 
Ciemat logra procues neirón humano en bactra 

Se taratera DIA a animales modelo medant etrovis 

Premor agnóstco de una ontemecad herra, la anomia ear: 

Cenertectiil comercializa a tna humana (mula), pino ámaco recombinante 

Fl Lastoy primera señal d ocalzación elar que paras 1 errada de prosas al núciso 

A. Kg. premio Nobel por la accación dla microscopía electrónica los complejos prtenacdo uciico 
MM Bronca Y, Notario y E- Sants iderwian l per oncogén humano, Inducor de muchos tumoros 

K. Multa: tcnca del 1encoón en cadena de la DVApoémoras (PCR) par producir DNA en canta 

F. Gota. marcador genético paraa ntemeca de Funingion y ueno 0 Un ensayo genttco 

E MCIntock. remar por e escutrmioto dels ansposanes, qua sa rsladan de un io oro 
cl gonoma, 

A Hch yA. iso rmarareicación de ganes de una poc extinguida 


7. Comienza a Genómica 
E Departamento de Energía de EEUU (DOE) panza mátocos para secuencia gones de nas clínico 
Comeralzacón de proteinas recombrantos:homona de cracmseno (Proogr), nerterón [Aster ec 

A. Joya desarola a uela gonétca paa denicar personas a par desu mataralblolegico 

So automatiza ls secuenciación del DNA. 

Se incian a acvidaces dla Socie Española de Bitelia [consti Jomamerte en 1985) 

Se autoriza una vacuna para la opa 5 producida por ingente genia 

Se sas en los sus Nacionales de a Salad NIH) de EEUU l Com Consutwo dl DA Aecombinante 
E ocerck cuña lino gendrscs: encia y mátodos par localizar genes y alar su secuencia 

VA MeKunic recopta unas 4000 añeracions genéticas horedtaas stas 

So descaro que meslacin dl DNA en ucanotas slencia s rnserpoión 


Se propone e meto del Proyect Genoma Humano (PH), coráado pora Organización del Ganoma 
Homano (HUGO), con sedes en Lonas, Baassa y Tomo. En EEUU 5 coa la Ofena de Investigación del 
Genoma luego, Canto Maconal de Iastgación del Genoma Humans), presidida po 3D. Wason hasta 
1902 

Se desarollo cromosomas ati de vaca (Vectores VA) 
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1988 JM Black GB Eloy GM, Hichings, premi Nobol por el tamiento con macos e varas antermedaes 
1989 $ Alman y TA. Cech, roo Nob por demostrar propiedades calas en algunos RIAS 
1M Bso y HE Vasmus, promo Nobel por el descubrimento e o orcoganestorovrals 
1990. C Venter desarrla una estrategia pra localzar ls EST (etiquetas de secuencas expresadas) 
1991. MEC. Kg asocia un gon del romesoma 17 cola apaeción de cáncer de mama famila 
1982 EH, Faena y EG. Keen, premio Nice por os mecanemos de otoiación reversa de as proteinas 
Se obtanen mapas ficos del cromosoma 21 (D, Cohn) y del ctomosoms Y (D. Page) 
Nola demuestra que a acividadpepiirastorasa se localiza on un ANA del ribosoma. 
1980. P.A, Sharp y. Poets, premio Nobe por observar genes scentinvos imtonessaxones) en oucariotas 
VÍ Avay laboral primer modelo isensinal dl compo molculr del poro muear 
A iones estaicce la conan ena el gen ApoÉ yla enfermedad de Alanamer 
1 Mali, pramio ob par e método de roaccón an cadena de la DIVA polimerasa (PCR 
M Sm, remvo Note pora mutgénesis digida medartolgonuiaddos 


1994. A, Ganan y M. octal. pramo Nobel or descubras proteínas G y su paper an a nsduccón de 


1996 So secuencia los genomas dela atea más pequeña, Mycoplasma gentalum. y de a evadur e cereza, 
rccharces orense. 
Almera comarcza un bocip para anar as mutaciones dl vrus del SIDA 

1987. Se hace postie la determinación de cromosomepatis en célas sanguíneas ftaes 
Conclusión del mapa code ata oslución dels cromosomas X y 7 

1998. Secuonciación compota del genoma dl gusano Caenortabalis togane 
El gen e bieomicna-icroxlaca ost gado a orismecas de Alzheimer Indeperdientemente del gen Apo 
£, Venter crea Calera con fondos privados para scuencar el noma humano en 3 años, y desir al 
genoma de microorganismos patógenos y e nerés comercial y amacduteo 

1909 Weno taraloma e tro na célula Pomans sana n cancerosa mesanto mutaciones gens. 
Secuencia competa y maga gon del complejo mayor de hstocompatbidad enel cromosoma 6 
lun consorcio públic (Etepa, EEUU, Japón) secuencial 9%: del primer cromosoma humano, 22 
Pruebas sanguíneas para e dagnostco del cáncer colorectal arts d guardia 


2000. Boquimics, ios motscuars y geáticos ccupan puestos de rosponsabzdas an las Fale Academias 
de Dencas (Angel Marin Munido y Eneque Sánchez ong y Parelada) yde Famacs Jul Rodiger 
Vilanueva) yal inst de España (Margara Salas Felguera) 


Mapa completo de la mosca rosophia metanopaster 
Los palcos de EU y Reino Unid piden e lbre acceso a 1s gatos del genoma 

Se descta mapa gendico de los cromosomas humanos 5,18 y 19 

Se secuencia dl romesoma 219, que sorna poros pocos gens que contes. 

Se hac la presentación del genoma humano (95% sacuorcido, counamanto por PH y Colra) 
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